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Si tienes un problema y tiene solución.... 
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La exposición de células del sistema inmune innato a determinados 
agentes patógenos, como el lipopolisacárido (LPS) de la pared de bacterias 
Gram negativas o el co-cultivo con determinadas células tumorales, induce una 
respuesta inflamatoria. Sin embargo, una pre-exposición a dichos agentes, 
induce la entrada en un estado en el que la respuesta inflamatoria se ve 
atenuada, al existir un nuevo contacto con el estímulo. Este fenómeno es 
conocido como tolerancia.  
El presente trabajo demuestra la implicación de la pseudoquinasa IRAK-
M en el desarrollo de este proceso en monocitos / macrófagos (M∅) humanos, 
dentro de dos contextos, la tolerancia a endotoxina (“TE”) y la tolerancia a 
tumores (“TT”).  
La exposición de M∅ a LPS o a células tumorales, induce en ellos la 
expresión de IRAK-M. Sin embargo, la inducción de condiciones tolerantes a 
estas células, en sendos modelos de “TE” y “TT”, acelera significativamente la 
expresión de la pseudoquinasa. En el modelo de “TT”, IRAK-M juega un papel 
crítico, ya que su silenciamiento anula el desarrollo de la tolerancia. 
La actividad PI3K y el TNFα están implicados en la inducción de IRAK-M 
por LPS. Por otra parte, el ácido hialurónico (AH) liberado al medio y anclado a 
las membranas de células tumorales, es responsable de la inducción de IRAK-
M en el modelo de “TT”. Este proceso está mediado por el reconocimiento 
específico del AH por los receptores de membrana CD44 y TLR4. 
M∅ tolerantes aislados de pacientes sépticos y expuestos ex vivo a LPS, 
muestran una cinética de expresión de IRAK-M concordante con la observada 
en el modelo de “TE”. Análogamente, M∅ aislados de pacientes con procesos 
tumorales en los que existen células cancerosas circulantes (leucemia y tumor 
metastásico de colon), expresan IRAK-M. Ambos datos validan los resultados 
obtenidos in vitro con los modelos de “TE” y “TT”, respectivamente, además de 
otorgarles un importante valor clínico. 
En conjunto, nuestros datos indican que IRAK-M es un elemento clave 





Exposition of innate immune cells to pathogen agents or a co-culture with 
tumour cells, induces an inflammatory response. However, a pre-exposition to 
such agents, generates a refractory state known as tolerance. 
The data presented in this thesis suggests that IRAK-M plays a crucial 
role in the control of tolerance in human monocytes / macrophages (M∅). Two 
models have been analyzed: endotoxin tolerance (“ET”) and tumor tolerance 
(“TT”).  
Both, LPS and tumor cells, induce IRAK-M expression in human M∅. 
However, induction of a tolerant stage provokes a fast up-regulation of its 
expression. In addition, our findings reveal that IRAK-M plays a critical role in 
this event as its down-regulation by genetic techniques blocks the tolerance 
induction in the “TT” model. 
With regards to its mechanisms, apparently PI3K activity and TNFα are 
involved in LPS-induced IRAK-M induction. On the other hand, hyaluronic acid 
(HA), generated by tumor cells, results are a crucial factor for IRAK-M up-
regulation in the “TT” model. Our data demonstrated that both, soluble and 
membrane anchored HA, are able to induce the tolerance state mediated by  
IRAK-M induction. This process needs a previous recognition of HA by CD44 
and TLR4. 
Ex vivo LPS challenged of tolerant M∅, isolated from patients who suffer 
from gram negative bacteremia, showed the same IRAK-M expression pattern 
observed in vitro (ET model). Likewise, M∅ isolated from patients who suffer 
from a tumor process, in which there are circulating tumor cells (leukemia and 
colon metastatic tumor), express IRAK-M. These data corroborate the in vitro 
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1.1.- Sistema inmune innato. 
El sistema inmune innato representa la primera línea de defensa de 
nuestro organismo ante diferentes agresiones, como quemaduras, operaciones 
quirúrgicas o infecciones (Sherwood, et al, 2004). Los monocitos como 
precursores circulantes y los macrófagos como elementos efectores que 
forman parte del sistema fagocítico (Kumar, et al, 2006), son clave en esta 
respuesta inicial. Estas células desarrollan diversas funciones fundamentales 
en la respuesta inmune temprana, como son la liberación de citoquinas 
inflamatorias, fagocitosis y presentación de antígenos (Tosi, 2005). 
Inicialmente, este sistema fue considerado como “inespecífico”, con una 
función caracterizada por la captación y digestión de microorganismos y 
antígenos ajenos (Abreu, et al, 2004).  
Sin embargo, la descripción inicial en Drosophila melanogaster del 
producto del gen Toll (Lemaitre, et al, 1996), cambió radicalmente esa 
concepción inicial. Este trabajo mostró cómo esta proteína receptora era  
esencial, de manera específica, en las respuestas antifúngicas de las moscas. 
El hallazgo hacía pensar que la respuesta del sistema inmune innato, dependía 
del reconocimiento específico de agentes ajenos por receptores concretos. 
Partiendo de esta apreciación, se llegó a la caracterización de una familia de 
proteínas, conservadas a lo largo de la evolución desde el nemátodo 
Caenorhabditis elegans hasta mamíferos (Akira, et al, 2006), conocida como 
TLR (del inglés “Toll-Like Receptors”). 
 
1.1.a) Familia de receptores “Toll-like Receptors”.  
Los TLR en mamíferos constituyen una familia de al menos 12 
receptores, todos ellos con la capacidad de reconocer ligandos específicos y 
activar una respuesta inmune de tipo inflamatorio (Trinchieri, et al, 2007). Se 
trata de glucoproteínas de membrana caracterizadas por dos regiones 
estructurales; un dominio extracelular con varios motivos LRR (del inglés 
“Leucine-Rich-Repeat”), a través del cual se da el reconocimiento específico de 
su ligando, y un dominio citoplasmático llamado TIR (del inglés “Toll/IL-1R 
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homology”), mediante el que interaccionan con proteínas de transducción de 
señal (Akira, et al, 2006; Akashi-Takamura, et al, 2006). 
Cada uno de los TLR reconoce ligandos específicos, ya sea 
individualmente o dimerizándose con otros (Figura I1). Además, sus 
localizaciones subcelulares dependen del ligando que reconozcan; por ejemplo, 
el TLR4 se localiza en la superficie celular, donde reconoce al LPS de la pared 
de bacterias Gram negativas. Sin embargo el TLR3 se encuentra en 
endosomas, ya que reconoce ARN de doble hélice propio de determinados 
virus, cuyo mecanismo de infección es intracelular. A pesar de estar descritos 














Figura I1. Ligandos y localización subcelular de los diferentes Toll-like Receptors. 
(Modificada de Takeda, et al, 2005). 
 
El TLR4 como parte esencial del complejo que reconoce al LPS, merece 
una atención especial para el presente trabajo. Este receptor además de 
reconocer a la endotoxina bacteriana, presenta la capacidad de detectar 
diversos ligandos del propio organismo hospedador, como proteínas de choque 
térmico, fibrinógeno o el ácido hialurónico (AH) (Akira, et al, 2004). Este 
fenómeno ha hecho pensar en su posible implicación en el desarrollo de 





















La importancia del TLR4 en la respuesta inmune innata, ha quedado 
patente con la descripción de patologías asociadas a mutaciones o 
polimorfismos en este receptor. Se han vinculado, por ejemplo, con malaria 
(Mockenhaupt, et al, 2006), susceptibilidad a infección por meningococo 
(Faber, et al, 2006), o respuestas diferenciales a endotoxemia sistémica 
(Calvano, et al, 2006). 
Los TLR carecen de actividad quinasa, con lo que necesitan la 
participación de moléculas adaptadoras y quinasas de transducción de señal, 
que generen una cascada de señalización intracelular, iniciada por el 
reconocimiento específico de los correspondientes ligandos. De esta forma, 
una vez que el TLR ha reconocido a su ligando específico, en su porción 
intracelular se inicia el reclutamiento de diversas proteínas adaptadoras, 
originando un complejo iniciador de la cascada de señalización (McGettrick, et 
al, 2004). De hecho, la especificidad de esa cascada se logra mediante el 
reclutamiento diferencial de dichos adaptadores (Huang, et al, 2005). 
 
1.1.b) Proteínas adaptadoras. 
Actualmente se conocen cinco proteínas adaptadoras implicadas en la 
transducción de señal iniciada por los TLR. Todas ellas tienen en común que 
contienen dominios TIR con los que interaccionan por uniones homofílicas con 
los receptores (O’Neill, et al, 2007). 
 
La primera descrita, y que en la actualidad diversifica el estudio de las 
cascadas de señalización en función de su implicación o no, fue MyD88 (del 
inglés “Myeloid Differentiation 88”) (Lord, et al, 1990). Además del dominio TIR 
ya mencionado, presenta un dominio DD (del inglés “Death Domain”), mediante 
el cual interacciona con proteínas quinasas que continúan la cascada de 
señalización, como son las IRAK (del inglés Interleukin-1 Receptor Associated 
Kinases) (O’Neill, et al, 2007).  
MyD88 es esencial para la producción de citoquinas inflamatorias 
mediada por todos los TLR, exceptuando el TLR3 (Figura I2), que presenta una 
ruta de señalización independiente de MyD88, la cual puede ser también 
utilizada por TLR4 (Takeda, 2005).  
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En el caso de los TLR5, 7, 8 y 9, la interacción de MyD88 con los 
receptores es directa. Sin embargo, en el caso de los dímeros TLR1-2, TLR2-6 
o para TLR4, en la unión de MyD88 con el dominio intracelular de los 
receptores, media otra proteína adaptadora llamada TIRAP/Mal (del inglés “TIR 
domain-containing Adaptor Protein / MyD88 Adaptor-Like”) (O’Neill, et al, 2007). 
 
La tercera proteína adaptadora descrita fue TRIF (del inglés “TIR-
domain-containing adaptor inducing InterFeron-β”). Presenta la capacidad de 
unirse a TLR3 y TLR4 independientemente de MyD88, para iniciar una cascada 
de señalización que culmina con la producción de interferones tipo I 
(Yamamoto, et al, 2002).   
 
Figura I2. Uso de proteínas adaptadoras por los diferentes Toll-like receptors. 
Tras el reconocimiento por parte de los TLR de sus ligandos específicos, diferentes proteínas 
adaptadoras median la activación de los factores de transcripción NF-κB (del inglés “Nuclear 
Factor κB”) o de diferentes IRF (del inglés “Interferon Response Factors”). La intervención de 
cada una de las cinco proteínas adaptadoras descritas (MyD88, TIRAP/Mal, TRIF, TRAM y 
SARM), está representada por un código de colores. (Modificada de O’Neill, et al, 2007). 
 
Sin embargo, la interacción de TRIF con TLR4, no es directa. Está 
mediada por la cuarta proteína adaptadora, TRAM (del inglés “Trif-Related 
Adaptor Molecule”) (McGettrick, et al, 2004). En la Figura I4, encuadrado en 
rojo, puede verse un esquema de la participación de estas cuatro proteínas en 
la señalización iniciada por el TLR4. 
MyD88 TIRAP/Mal TRIF TRAM SARM 
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La última proteína implicada en la integración de la señal iniciada por los 
TLR, con la cascada de señalización intracelular es SARM (del inglés “SAM 
and ARM-containing protein”) (Couillault, et al, 2004). Al contrario que el resto 
de las anteriormente mencionadas, su sobreexpresión no activa una respuesta 
inflamatoria, lo que es debido a que se trata de un regulador negativo 
específico de la activación dependiente de TRIF (Carty, et al, 2006). 
 
1.1.c) Proteínas accesorias y otros receptores importantes en la 
respuesta inmune innata. 
Es importante destacar, que la visión dada hasta ahora del 
reconocimiento antigénico por parte del sistema inmune innato, es bastante 
simplista. En este proceso intervienen otras muchas proteínas, con funciones 
tanto receptoras de ligandos específicos, como accesorias de esa función 
(Medzhitov, et al, 1998). 
Si nos centramos como modelo en el reconocimiento del LPS, además 
del TLR4, son necesarios otros tres elementos: la proteína de unión al LPS, 
LBP (del inglés Lipopolysaccharide Binding Protein), el receptor CD14 
(exclusivo de células de origen mieloide) y la proteína accesoria MD-2 (del 
inglés Myeloid Differentiation 2) (Miyake, 2006). En este modelo, el LPS se une 
a la proteína soluble LBP, la cual se une al CD14; este receptor carece de 
región transmembrana, con lo que a su vez, para transducir la señal al interior 
celular, necesita dimerizarse con TLR4, mediando la acción de MD-2 (Taylor, et 
al, 2005). Puede verse una representación gráfica de este proceso en la Figura 
I4, encuadrado en color azul. 
 
1.1.d) Receptor CD44 y ácido hialurónico. 
Otro receptor importante en el desarrollo de este trabajo, presente en 
células del sistema inmune innato, es el CD44. Se trata del principal receptor 
de AH (Ahrens, et al, 2001), aunque como ya hemos comentado, este 
compuesto también puede ser reconocido por TLR4 (Akira, et al, 2004). 
CD44 es un receptor transmembrana, relacionado con diversos procesos 
patológicos asociados a inflamación. Por ejemplo, está implicado en la fusión 
celular de macrófagos, que da lugar a la formación de células gigantes en 
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procesos inflamatorios crónicos (Cui, et al, 2006), o en patologías de tipo 
osteoporóticas con origen inflamatorio (Ariyoshi, et al, 2005; Hayer, et al, 2005).  
Sin embargo, el papel que juega este receptor en procesos tumorales,  
ha sido objeto de gran interés desde el momento de su caracterización en 
macrófagos (Gupta, et al, 1991), considerándose un potencial factor 
diagnóstico (Chiu, et al, 1995) e incluso pronóstico (Naor, et al, 1997) de 
metástasis.  
Por su parte, el AH es un glucosaminglucano polimérico, componente de 
la matriz extracelular, formado por unidades repetidas del disacárido [ - ácido – 
D - glucurónico - β 1,3 N – acetil – D – glucosamina - β 1,4 - ] (Stern, 2004). 
Esta estructura tan sencilla, dependiendo de la longitud que presente, muestra 
funciones diferentes e incluso opuestas. Así, polímeros de alto peso molecular 
(hasta 2 x 104 kDa) presentan funciones inmunosupresoras, mientras que 
polímeros más pequeños son inflamatorios e inmunoestimuladores (Stern, et al, 
2006). 
La producción de pequeños fragmentos de AH por células tumorales, se 
conoce desde antiguo (Prehm, 1983), si bien actualmente la vinculación entre 
CD44, AH y malignidad tumoral, en diferentes tipos de tumores, está 
claramente descrita, por ejemplo en cáncer de colon (Kim, et al, 2004), mama 
(Gotte, et al, 2006), y próstata (Konety, 2006).  
 
1.1.e) Familia de proteínas de transducción de señal “Interleukin-1 
Receptor Associated Kinases”. 
Entre las diferentes proteínas que intervienen en la transducción de 
señal, originada por el reconocimiento por parte de los TLR de sus ligandos 
específicos, la familia de las IRAK, juega un papel fundamental. 
El nombre de esta familia de proteínas (la traducción del inglés es 
quinasas asociadas al receptor de interleuquina-1(IL-1)), procede de su primer 
miembro descrito, IRAK-1, una proteína quinasa con la propiedad de 
inmunoprecipitar con el receptor de la IL-1 (Martin, et al, 1994). En un análisis 
comparativo de esta proteína se demostró que era homóloga a Pelle, una 
quinasa de Drosophila melanogaster, implicada en la ruta de señalización de 
Toll (mencionado en el punto 1.1), y esencial para la inmunidad del insecto 
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(Cao, et al, 1996). Este dato inició el estudio de la implicación de esta familia de 
proteínas en la respuesta inmune de mamíferos. 
Se han descrito cuatro miembros pertenecientes a esta familia, IRAK-1, 
IRAK-2, IRAK-3 (también conocida como IRAK-M) e IRAK-4. Todas ellas 
muestran una estructura general similar, presentando dos regiones 
fundamentales para su función (Janssens, et al, 2003): por un lado, poseen un 
dominio DD mediante el cual, interaccionan por uniones homofílicas con las 
proteínas adaptadoras mencionadas en el punto 1.1.b., y por otro un dominio 
quinasa. En este dominio radica una diferencia fundamental entre IRAK-1 y 4 
con respecto a IRAK-2 y M. Sólo en las dos primeras el dominio quinasa es 
funcional, ya que en IRAK-2 y M, existe un cambio en un residuo aminoacídico, 
crítico para la actividad quinasa (Janssens, et al, 2003). De este modo 
podemos hablar de IRAK-2 e IRAK-M como “pseudoquinasas”.  




IRAK-1 está implicada en la activación de NF-κB mediada por el receptor 
de IL-1, por diversos TLR y también por el receptor tipo I de TNFα (Thomas, et 
al, 1999). En este sentido, el ratón knock-out para IRAK-1 muestra  una 
reducción significativa, aunque no total, de la actividad NF-κB (Kanakaraj, et al, 
1998). 
IRAK-1 se recluta por el complejo proteico iniciado en el reconocimiento 
por parte de los TLR, de su ligando específico. Allí se fosforila por IRAK-4, 
experimentando también procesos de autofosforilación (Janssens, et al, 2003), 
conociéndose los residuos aminoacídicos críticos para que se dé esa 
interacción (Neumann, et al, 2007). Una vez fosforilada, IRAK-1 se libera del 
complejo, iniciando la cascada de señalización intracelular, sufriendo una 
posterior ubiquitinización y degradación (Janssens, et al, 2003). Este último 
proceso se ha explicado como un mecanismo regulador negativo de la 
activación de NF-κB (Yamin, et al, 1997). 
Paradójicamente, se ha descrito la translocación de IRAK-1 al núcleo 
celular (Bol, et al, 2000) implicándose, ante una estimulación con LPS, en la 
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regulación transcripcional de la IL-10 a nivel del promotor (Huang, et al, 2004). 
Es decir, además de tratarse de una proteína quinasa que media en una 
cascada de transducción de señal, se ha sugerido que desempeña funciones 
de transactivador transcripcional. 
 
IRAK-2 
IRAK-2 induce la activación de NF-κB cuando se sobreexpresa 
ectópicamente (Muzio, et al, 1997). Además, su silenciamiento inhibe la 
activación de NF-κB inducida por IL-1 (Guo, et al, 1999).  
Con estos datos, cabría pensar que IRAK-2 presenta una función 
redundante con IRAK-1. Sin embargo, se ha descrito su interacción con la 
proteína adaptadora TIRAP/Mal (mencionada en el punto 1.1.b), interviniendo 
de manera específica, en la cascada de señalización que activa NF-κB 
mediada por dicha proteína adaptadora (Fitzgerald, et al, 2001). 
Por otro lado, IRAK-2 está implicada en la inducción de apoptosis en 
macrófagos mediada por LPS (Ruckdeschel, et al, 2002). 
 
IRAK-M 
La IRAK-3 es conocida generalmente como IRAK-M. Adquiere este 
nombre de su patrón de expresión: se expresa en células mieloides circulantes, 
en líneas celulares de tipo monocítico como U937 o THP-1 (Wesche, et al, 
1999), además de en tipos celulares con origen mieloide como son los 
osteoclastos (Li, et al, 2005; Soares-Schanoski, et al, 2007). Su vinculación con 
el linaje mieloide le ha valido el apelativo de IRAK-M. 
Su papel en la cascada de señalización, quedó claro con la publicación 
del fenotipo que mostraba el ratón knock-out para esta pseudoquinasa; estos 
ratones mostraban una activación exacerbada de la cascada de señalización 
iniciada por IL-1 y diversos TLR, mostrando una excesiva respuesta 
inflamatoria (Kobayashi, et al, 2002). Estos datos indicaban que IRAK-M 
desempeña un papel como regulador negativo de la activación de NF-κB. 
Por otra parte, los macrófagos peritoneales de estos ratones no 
mostraban el fenómeno de tolerancia a endotoxina (“TE”), sugiriendo un papel 
central de IRAK-M en el desarrollo de este proceso (Kobayashi, et al, 2002). 
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Profundizaremos y discutiremos otros datos publicados sobre IRAK-M 
más adelante, ya que se trata del elemento crucial de estudio en este trabajo. 
 
IRAK-4 
Los ratones knock-out para IRAK-4 carecen de respuesta inflamatoria a 
IL-1 y a la estimulación de diversos TLR (Suzuki, et al, 2002). Este hecho da 
idea de la importancia de esta proteína en la cascada de señalización.  
IRAK-4 fosforila a IRAK-1 y depende estrictamente de su actividad 
quinasa para activar a NF-κB, ya que mutaciones en residuos críticos para esta 
actividad, bloquean la cascada de señalización (Li, et al, 2002). Este punto se 
ha ratificado con experimentos hechos en ratones que presentan una IRAK-4 
modificada, carente del dominio quinasa. Estos animales son resistentes a 
shock séptico inducido por LPS, debido a su incapacidad de producir citoquinas 
y quimioquinas inflamatorias (Kim, et al, 2007). 
En humanos, el papel crítico de IRAK-4 en la activación de la respuesta 
inmune innata, queda reflejado en la observación de pacientes con infecciones 
recurrentes, debido a mutaciones en esta quinasa (Medvedev, et al, 2003) o a 
su deficiencia genética (Day, et al, 2004; Chapel, et al, 2005; McDonald, et al, 
2006). 
La Figura I3 resume las funciones en que están implicadas las diferentes 
IRAK. En la Figura I4, encuadrado en color amarillo, puede verse un esquema 
de la participación de IRAK-1 e IRAK-4 en la señalización iniciada por el TLR4. 
 
1.1.f) Respuesta inflamatoria generada por el sistema inmune 
innato. 
Como hemos visto hasta ahora, tras el reconocimiento de ligandos 
específicos por sus correspondientes receptores, se inician diferentes vías de 
señalización intracelular. Ésto conduce a la activación de cascadas de 
proteínas quinasas, que en último término activan factores de transcripción, 
generando una respuesta inflamatoria por parte de células del sistema inmune 
innato. 
Dentro de las cascadas y factores de trascripción importantes para esta 
respuesta, se encuentran el AP-1 (del inglés “Activation Protein – 1”), los IRF 
(del inglés “Interferon Response Factor”), las MAPK (del inglés “Mitogen 
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Activated Protein Kinases”), y el NF-κB (Zhong, et al, 2006). A modo de 
ejemplo, la participación de estos factores de transcripción como respuesta a la 













Figura I3. Resumen esquemático de los procesos en que intervienen las diferentes 
Interleukin-1 Receptor Associated Kinases. 
IRAK-1 interviene en la activación de NF-κB. IRAK-2 media también en esa actividad, además 
de en la inducción de apoptosis. IRAK-4 actúa en la activación por fosforilación de IRAK-1.  
IRAK-M presenta una función represora de la actividad NF-κB, actuando teóricamente a nivel 
de las IRAK-1 y/o IRAK-4. (Modificada de Huang, et al, 2005). 
 
La activación de estos elementos concluye en la expresión de diferentes 
citoquinas inflamatorias como el TNFα  (del inglés “Tumor Necrosis Factor α”), 
IL-1, IL-6 o IL-12 (Zhang, et al, 2005), indicado en la Figura I4 recuadrado en 
color verde. 
La importancia del TNFα en la respuesta del sistema inmune innato es 
crucial. Se trata de una citoquina inflamatoria producida principalmente por 
monocitos y macrófagos con función bactericida y tumoricida, además de ser 
inmunoestimuladora (Locksley, et al, 2001). El importante efecto 
inmunomodulador del TNFα queda reflejado en diferentes procesos. Por 
ejemplo, en su capacidad inductora de NF-κB, creando un mecanismo de 
autoregulación positiva de la respuesta inmune (Neurath, et al, 1998). O en 
cómo su bloqueo o el de sus receptores específicos, logra revertir el efecto letal 
inducido por la supresión de elementos de la maquinaria de señalización del 









Dentro de la respuesta inmune innata, podemos diferenciar una doble 
funcionalidad. De un lado, la defensa primaria propiamente dicha contra la 
agresión inductora de la respuesta. Pero también la regulación y modulación de 
la respuesta inmune adaptativa, por ejemplo, con la producción diferencial de la 
citoquina inductora de respuestas Th1, IL-12 (Puccetti, et al, 2002). 
 
Figura I4. Esquema general de los elementos implicados en el reconocimiento del 
lipopolisacárido por parte del Toll-like Receptor 4, y su cascada de señalización 
intracelular. 
El recuadro azul engloba el complejo proteico formado para que se dé el reconocimiento 
específico del LPS. Los recuadros rojos indican proteínas adaptadoras. Los amarillos, 
encuadran proteínas de la familia de las IRAK. En color rosa se destacan factores de 
transcripción. Los marcos verdes indican citoquinas inflamatorias producidas en respuesta al 
LPS. El resto de elementos indicados en la figura intervienen en la cascada de señalización, 
pero con el objetivo de simplificar, no han sido mencionados en el presente trabajo. (Modificada 
de Verstak, et al, 2007). 
 
Si bien, en lo que a la respuesta innata primaria se refiere, tan 







tiempo. En este sentido, el fenómeno de tolerancia juega un papel clave 
evitando una respuesta inflamatoria exagerada (Broad, et al, 2006), cuyo reflejo 




El fenómeno de tolerancia puede definirse como el proceso por el cual, 
repetidas exposiciones del sistema inmune innato a un agente proinflamatorio, 
ocasionan una disminución de la respuesta, representada generalmente en una 
reducción en la producción de citoquinas inflamatorias (Prud’homme, 2004; 
Broad, et al, 2006; López-Collazo, et al, 2006). La literatura muestra cómo este 
proceso se ha estudiado principalmente desde el punto de vista de la “TE”, sin 
embargo la vinculación entre procesos inflamatorios y cáncer (De marzo, et al, 
2007; Okamoto, et al, 2007) está orientando cada vez más las investigaciones 
hacia el estudio de la tolerancia a tumores (“TT”). 
El significado biológico de este proceso viene dado por el hecho de que 
las citoquinas inflamatorias, además de su función bactericida y tumoricida, 
presentan sistemas de autoregulación positiva, de modo que su liberación, 
potencia la producción de mayores cantidades de citoquinas (Kobayashi, et al, 
2004). La entrada en estados de tolerancia, evita este fenómeno de 
“perpetuación”, que presenta una incidencia clínica creciente en forma de 
shock (Vincent, et al, 2007). 
La contrapartida que muestra este proceso en el caso de la “TE”, es la 
permisibilidad que supone a sucesivas infecciones debido a que la respuesta 
inmune no es efectiva, hasta el punto de que existen autores que postulan la 
inmunoestimulación como estrategia terapéutica en la sepsis (Pugin, 2007). Sin 
embargo en un contexto tumoral, existe una tendencia a lograr “mimetizar” el 
proceso de tolerancia terapéuticamente, intentando con ello evitar los 
fenómenos inflamatorios asociados al comienzo de determinados cánceres 
(Calzado, et al, 2007).  
Cabe destacar que los procesos de tolerancia presentan una importante 
relevancia clínica, con presencia tanto en pacientes aquejados de sepsis 
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(Benjamin, et al, 2004; West, et al, 2007), como en diagnosticados con 
determinados cánceres (Siedlar, et al, 2005). 
 
1.2.a) Mecanismos implicados en la tolerancia. 
Inicialmente el proceso de tolerancia era considerado como una 
inmunosupresión o inmunoparálisis, es decir, una carencia de respuesta al 
estímulo inductor (Karp, et al, 1998; Wolk, et al, 2000; Yadavalli, et al, 2001). 
Sin embargo, actualmente se considera un proceso de reprogramación de la 
respuesta, existiendo numerosos mecanismos moleculares que se activan 
cuando se da este fenómeno (Fan, et al, 2004; Kobayashi, et al, 2004; 
Cavaillon, et al, 2006). 
Indicaremos a continuación algunos ejemplos de mecanismos descritos 
implicados en los procesos de tolerancia, como muestra de la mencionada 
reprogramación de la respuesta inmune innata. 
Un mecanismo clásico es la aparición de factores solubles que supriman 
la respuesta inmune. La producción autocrina de la citoquina 
inmunomoduladora IL-10 es un ejemplo paradigmático (Grütz, 2005). La 
neutralización de la citoquina con anticuerpos bloqueantes durante una primera 
exposición a LPS, supone la producción normal de TNFα con una reexposición 
a la endotoxina (Randow, et al, 1995). Si bien, los ratones knock-out para IL-10 
aún muestran el fenómeno de “TE” (Berg, et al, 1995), lo que indica que existen 
mecanismos alternativos en el desarrollo del proceso tolerante. 
En el contexto de la “TT”, también se da el mecanismo de liberación de 
factores inmunosupresores. Factores solubles liberados por células de glioma, 
inducen la producción de prostaglandina E2 (PGE2) en macrófagos, mediante la 
activación de una enzima clave en su síntesis, la ciclooxigenasa-2. La 
producción autocrina de PGE2, genera una respuesta atenuada por parte de los 
macrófagos, produciendo cantidades reducidas de TNFα e IL-12 (Nakano, et al, 
2006). 
Otro posible mecanismo es la activación de determinadas actividades 
enzimáticas que intervienen en las cascadas de transducción de señal. Por 
ejemplo, la actividad PI3K (del inglés “Phosphatidyl Inositol 3’- Kinase”) se ha 
vinculado con la regulación negativa de la señalización intracelular iniciada por 
los TLR (Fukao, et al, 2002), actuando en una fase temprana de dicha 
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señalización (Fukao, et al, 2003). El bloqueo de dicha actividad con inhibidores 
específicos, inhibe la inducción de tolerancia al LPS, sugiriendo su implicación 
en el desarrollo de “TE” (Peck, et al, 2006). 
 El presente trabajo se centra en el estudio de la implicación de IRAK-M 
en los procesos de “TE” y “TT”, lo que puede suponer un nuevo mecanismo de 
reprogramación de la respuesta inmune innata. 
 
1.3 IRAK-M 
La IRAK-M fue inicialmente descrita como un miembro de la familia de 
las IRAKs, carente de actividad quinasa, expresada principalmente en células 
de origen monomielocítico y con capacidad de asociarse a IRAK-1 (Wesche, et 
al, 1999). Estas características son compartidas en humanos y roedores 
(Rosati, et al, 2002).  
Funcionalmente, IRAK-M se ha descrito como un regulador negativo de 
la señalización inducida por diversos TLR, no induciéndose el proceso de “TE” 
en ratones knock-out para este gen (Kobayashi, et al, 2002). Estos datos 
orientaron el estudio de esta pseudoquinasa hacia su implicación en diversos 
procesos de tolerancia, tal y como se detalla a continuación. 
La IRAK-M se ha implicado en el desarrollo de tolerancia a 
peptidoglucano (PGN), componente mayoritario de la pared de bacterias Gram 
positivas, aunque también aparece en la de bacterias Gram negativas. El 
principal receptor de este agente es TLR2 (Akira, et al, 2006). Se ha descrito 
que altas concentraciones de PGN generan tolerancia a un estímulo posterior a 
la misma toxina, induciendo IRAK-M. El bloqueo de la expresión de la 
pseudoquinasa mediante un ARN de interferencia, eliminó el proceso de 
tolerancia (Nakayama, et al, 2004). Un efecto similar se observó cuando el 
estímulo fue el lipo-arabinomanano de la pared de Mycobacterium tuberculosis 
(Pathak, et al, 2005). 
En la misma línea, IRAK-M se ha vinculado con el efecto 
inmunosupresor del neuropéptido α-MSH (del inglés “α-Melanocyte-
Stimulating-Hormone”). La estimulación de M∅ de la línea J774A.1 con α-MSH 
y LPS, muestra una producción reducida de óxido nítrico e IL-12 con respecto a 
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un estímulo sólo con LPS. Durante ese proceso se induce IRAK-M y aparece 
unida a IRAK-1 (Taylor, 2005). 
En general, la IRAK-M parece estar asociada a diversos procesos, tanto 
fisiológicos como patológicos, donde se dan fenómenos de tolerancia. En estos 
procesos puede mediar tanto una inducción como una expresión deficiente de 
la pseudoquinasa. 
Por ejemplo, la IRAK-M está vinculada a la “TE” que se da de manera 
fisiológica en células epiteliales intrahepáticas. Estas células están expuestas 
al LPS procedente de la microbiota intestinal vía vena portal o bilis. Sin 
embargo esa endotoxina no induce una respuesta inflamatoria, mediando la 
activación de la expresión de IRAK-M (Harada, et al, 2006).  
Con respecto a procesos patológicos, por ejemplo, está vinculada al 
desarrollo de asma (Balaci, et al, 2007). En la misma línea, la sobreexpresión 
de IRAK-M en la “TE” generada en tejido pulmonar durante procesos sépticos, 
y su implicación en este proceso, se ha demostrado en base a ratones knock-
out para la pseudoquinasa (Deng, et al, 2006). Por el contrario, la producción 
exagerada de TNFα en respuesta a LPS, observada en monocitos aislados de 
pacientes con cirrosis avanzada, está asociada con una reducción en la 
expresión de IRAK-M (Tazi, et al, 2006). En síndromes coronarios agudos se 
ha detectado su expresión, asociada al desarrollo de tolerancia (del Fresno, et 
al, 2007).  
Esta pseudoquinasa también está vinculada a procesos osteoporóticos; 
los osteoclastos de ratones knock-out para la IRAK-M, muestran mayor vida 
media y mayor activación, desarrollando una osteoporosis severa (Li, et al, 
2005). De hecho, se ha descrito que un mecanismo implicado en la 
osteoporosis inducida por glucocorticoides, es la reducción en la expresión de 
IRAK-M (Soares-Schanoski, et al, 2007). 
El mecanismo por el cual IRAK-M actúa bloqueando la cascada de 
señalización no se conoce aún. Un minucioso análisis estructural y evidencias 
indirectas, sugieren que IRAK-M potencia la unión del complejo MyD88/IRAK-
1/IRAK-4, evitando la disociación de dicho complejo y por ello, la iniciación de 
la cascada de señalización (López-Collazo, et al, 2006). Profundizando en su  
mecanismo de actuación, IRAK-M parece ejercer su efecto de manera 
específica sobre la vía de activación de las MAPK (p38 en concreto), 
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describiéndose su translocación del núcleo celular al citoplasma tras una 
estimulación con ligandos de TLR2 (Su, et al, 2007). 
 
En el presente trabajo, hemos estudiado la implicación de IRAK-M en los 
procesos de “TE” y “TT”, aplicado tanto a modelos in vitro como a patologías 
asociadas al desarrollo de ambos procesos tolerantes. Además, hemos 




















MATERIALES Y MÉTODOS 
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2.- Materiales y métodos. 
2.1.- Reactivos. 
Todos los reactivos utilizados, se compraron a las siguientes casas 
comerciales: Merck (Darmstadt, Alemania), Boehringer (Mannheim, Alemania), 
y Sigma (San Luis, MO, EEUU). En todos los casos, los reactivos adquiridos 
fueron de la mayor calidad disponible. 
Los medios de cultivo utilizados según procediera por el tipo celular, 
fueron el DMEM (Dulbecco’s MEM) y el RPMI, ambos de Invitrogen (Carlsbad, 
CA, EEUU). En todos los casos, los medios estaban suplementados con 100 
UI/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Ambos antibióticos, también 
procedían de Invitrogen. Todas las soluciones y medios de cultivo estaban 
libres de contaminación por LPS, testandolo por el test de limulus, utilizando el 
Limulus Amebocyte Lysate kit de Cambrex (East Rutherford, NJ, EEUU).  
El LPS utilizado se aisló de Salmonella abortus, y fue donado por los 
doctores Chris Galanos y Manuel Modollel, del Max Planck Institude für 
Immunobiologie de Freiburg, Alemania. El inhibidor de la actividad PI3K, 
LY294002, se compró a Calbiochem (Darmstadt, Alemania). 
 
2.1.a) Anticuerpos. 
Los anticuerpos utilizados en el presente trabajo, su tipo, especie de 
procedencia, y empresa suministradora se muestran en la Tabla M1.  
Anticuerpo Tipo Especie Empresa 




conjugado a FITC Ratón 
Cymbus Biotechnology 
(Chandlers Fod, RU) 
Anti-β-Actina Monoclonal Ratón 
Anti-TLR2 Monoclonal Ratón 
Anti-TLR4 Monoclonal Ratón 
Santa Cruz 
(Santa Cruz, CA, EEUU) 
Anti-CD44 Monoclonal Ratón Immunotools  (Friesoythe, Alemania) 
 







2.2.- Cultivos celulares. 
Todos los datos mostrados en el presente trabajo, se obtuvieron a partir 
del estudio del comportamiento de M∅ humanos, aislados desde buffy coats o 
sangre periférica. En ambos casos, se realizó un  paso inicial de aislamiento de 
células mononucleares de sangre periférica (CMSP), y una posterior 
purificación de M∅.  
 
2.2.a) Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica. 
Partiendo de buffy coats y sangre periférica extraída de donantes sanos 
o diversos pacientes, aislamos CMSP por centrifugación en gradiente de 
densidad, utilizando el reactivo Ficoll-Hypaque Plus de Amersham Bioscience 
(Piscataway, NJ, EEUU). Del total de CMSP, dependiendo de la finalidad 
prevista, purificamos M∅ por dos métodos diferentes que especificamos a 
continuación. 
 
2.2.b) Purificación de monocitos / macrófagos por adherencia. 
En el caso de utilizar buffy coats para experimentos in vitro o sangre 
periférica de pacientes con sepsis, purificamos M∅ por el siguiente método. 
Una vez obtenidas las CMSP, las cultivamos durante dos horas en DMEM a 
una densidad de 5 x 106 células/ml. Después de este periodo, se aspiraron los 
sobrenadantes, arrastrando las células no adheridas. Las adheridas se lavaron 
3 veces con solución tampón PBS, y se cultivaron en el mismo tipo de medio, 
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (SFB), comprado a Invitrogen 
(Carlsbad, CA, EEUU). Se dejaron reposar durante 16 horas, y posteriormente, 
se iniciaron los tratamientos oportunos.  
Los cultivos se testaron con respecto a su homogeneidad, analizando la 
expresión superficial del marcador CD14 por citometría de flujo. Las células 
adheridas expresaban el marcador en un (89 ± 2.3 %) (Media ± Desviación 




2.2.c) Purificación magnética de monocitos / macrófagos de sangre 
periférica. 
Partiendo de sangre periférica de pacientes con diversos tumores, 
realizamos una purificación magnética de M∅ en base al marcador CD14. En 
este caso, los M∅ humanos se aislaron utilizando el sistema de separación 
positiva LS-positive Separation Column System de Miltenyi Biotech (Bergisch 
Gladbach, Alemania), con un anticuerpo anti-CD14 conjugado con “perlas” 
magnéticas, siguiendo las indicaciones del fabricante. Tras el aislamiento, las 
células se lavaron 3 veces con PBS y se sometieron a los tratamientos 
oportunos.  
Analizamos la pureza de la población obtenida por citometría de flujo, 
marcando las células con un anticuerpo anti-CD14 conjugado, observando que 
el (94 ± 3.1 %) (M ± DE) de la población obtenida expresaba este marcador. 
 
2.2.d) Cultivo de líneas celulares, fibroblastos y linfocitos primarios. 
En el presente trabajo se han usado las líneas celulares indicadas en la 
Tabla M2, siempre de origen humano, obtenidas todas ellas de la American 
Type Culture Collection. En todos los casos, se testaron contra posibles 
contaminaciones por Micoplasma. 
 
Nombre Procedencia 
A431 Carcinoma epidérmico 
MCF7 Carcinoma de mama 
HL60 Leucemia promielocítica 
Jurkat Leucemia de células T 
HepG2 Hepatoblastoma 
HeLa Tumor de cercix 
 
Tabla M2. Líneas celulares utilizadas. 
 
Los cultivos primarios de fibroblastos humanos se obtuvieron según el 
método publicado previamente por Soma, et al, 1989.  
Los linfocitos primarios se obtuvieron a partir de la fracción de células no 
adheridas, obtenida por el método de purificación de M∅ por adherencia (ver 
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punto 2.2.b). Estas células se mantuvieron durante 16 horas en DMEM 
suplementado con 10 % de SFB. Tras este cultivo, las células no adheridas 
presentes en el sobrenadante se consideraron linfocitos. 
 
2.3.- Tratamientos 
Los cultivos de M∅ humanos sobre los que se realizaron los diferentes 
tratamientos, siempre se realizaron en medio DMEM suplementado con 10 % 
de SFB. 
 
2.3.a) Tratamientos con lipopolisacárido. 
Los tratamientos con LPS, salvo cuando se indique lo contrario en el 
texto, se realizaron a una dosis de 10 ng/ml. 
En el modelo de “TE”, los M∅ humanos se pre-trataron durante 24 horas 
con 10 o 100 ng/ml de LPS o se incubaron en medio. Posteriormente se 
lavaron 3 veces con PBS y se reestimularon con 100 ng/ml de la endotoxina, 
siempre y cuando fuera necesario. El tiempo de estimulación de este segundo 
tratamiento varía según el parámetro a valorar, y aparece indicado en cada 
caso en los pies de figura. 
 
2.3.b) Co-cultivos y posterior aislamiento de monocitos / 
macrófagos humanos. 
M∅ humanos se co-cultivaron con las diferentes líneas celulares 
indicadas en la Tabla M2, con linfocitos autólogos o con fibroblastos primarios 
heterólogos, a una proporción de 1:0.3 (M∅:línea celular) durante los tiempos 
indicados en las figuras correspondientes. En los casos indicados, los co-
cultivos se realizaron utilizando células fijadas previamente con 4 % de 
paraformaldehído. 
Después de las incubaciones oportunas, se recolectaron todas las 
células y se aislaron magnéticamente aquellas que expresaban el marcador 
CD14, siguiendo el mismo proceso indicado en el punto 2.2.c. Seguidamente, 
se sometió a la población celular aislada a los tratamientos oportunos, ya sean 
un nuevo cultivo, co-cultivo o extracción de material genético / proteico. 
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2.3.c) Diseño y transfección de ARN de interferencia contra IRAK-M. 
El diseño de los ARN de interferencia específicos lo llevó a cabo Ambion 
(Austin, TX, EEUU). La secuencia de los oligonucleótidos utilizados fue:  
5’ GGA GAU GGG ACA UCG UCG ATT 3’ 
5’ UCG ACG AUG UCC CAU CUC CTG 3’ 
Cultivos de M∅ humanos se transfectaron con el ARN de interferencia o 
con un ARN control irrelevante suministrado por Ambion. La concentración 
máxima de ARN utilizada en las transfecciones fue de 25 nM, por encima de la 
cual, presenta efectos tóxicos para las células. Para este proceso se utilizó el 
Silencer siRNA Transfection kit, también de Ambion, siguiendo las indicaciones 
del fabricante. Utilizamos como “portador” el reactivo Lipofectamine 2000 de 
Invitrogen. Las células se incubaron en DMEM libre de antibióticos, 
suplementado con 3 % de SFB durante 20 horas después de la transfección. 
Posteriormente, se sometieron a los tratamientos oportunos indicados en las 
correspondientes figuras. 
 
2.4.- Selección de pacientes. 
En todos los casos, se obtuvo informe consentido de los pacientes 
incluidos en este trabajo. Estos estudios fueron aprobados por el Comité de 
Ética del Hospital “La Paz”. 
 
2.4.a) Pacientes con sepsis. 
Partimos de nueve pacientes, con edades de (51 ± 12 años) (M ± DE), 
admitidos de manera consecutiva en la Unidad de Medicina Interna del Hospital 
“La Paz”. Todos ellos mostraban bacteriemia microbiológicamente confirmada 
(cultivos de sangre positivos para Escherichia coli), secundaria a una infección 
del tracto urinario, reuniendo los criterios diagnósticos para sepsis definidos por 
consenso clínico (Bone, et al, 1992; Levy, et al, 2003). Las muestras de sangre 
periférica se tomaron dentro de las 48 horas después de la extracción para los 
cultivos, momento en que se reunían los criterios de sepsis por vez primera.  
El grupo de donantes sanos, lo formaron 10 voluntarios con edades de 
(49 ± 12) (M ± DE) años. 
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Se impusieron los siguientes criterios de exclusión: enfermedades de 
origen tumoral o de inflamación crónica, tratamientos con esteroides o 
medicamentos inmunosupresores durante el último mes. Fallo hepático (niveles 
en suero de aspartato aminotransferasa y / o alanina aminotransferasa > 100 
UI/ml; tiempo de protrombina < 60 %; nivel total de bilirrubina > 60 µmol/l). 
Insuficiencia renal (niveles de creatinina en plasma > 200 µmol/l). Infección por 
VIH-1, virus de las hepatitis B o C, gestación y edad superior a 70 años.  
 
2.4.b) Pacientes con diversos tumores. 
Los datos incluidos en este trabajo en lo que a pacientes con tumores se 
refiere, hacen referencia por un lado, a un grupo de seis pacientes con edades 
de (29 ± 4) (M ± DE) años. Estos pacientes fueron admitidos consecutivamente 
en la Unidad de Hematología del Hospital “La Paz” y diagnosticados con 
leucemia mieloide crónica, confirmada por el test BCR/ABL (Osarogiagbon, et 
al, 1999). También se incluyeron dos pacientes (edad (56 ± 5) (M ± DE) años) 
admitidos en la Unidad de Medicina Interna del mismo hospital, con carcinoma 
gástrico diseminado en el peritoneo, hígado, sangre y pulmón. Se estudiaron 
además, dos pacientes con tumor de colon localizado, admitidos en la Unidad 
de Oncología (edad (58 ± 2) (M ± DE) años). 
El grupo control consistió en 10 voluntarios sanos con edades de (40 ± 
12) (M ± DE) años. 
Se impusieron los mismos criterios de exclusión que en el caso de los 
pacientes con sepsis (ver punto 2.4.a), excluyendo las enfermedades de origen 
tumoral, por ser justamente el objeto de estudio. 
 
2.5.- Aislamiento de ARN y proteínas. 
Después de cada uno de los tratamientos impuestos a los cultivos de 
M∅ humanos, se lavaron tres veces con solución tampón PBS. Obtuvimos el 
ARN total de estas células utilizando el reactivo TRI-Reagent de Sigma (San 
Luis, MO, EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. El ARN aislado fue 
tratado con DNAsa I libre de RNAsas de Amersham Biosciences (Piscataway, 
NJ, EEUU), obteniendo la muestra de ARN de partida para sintetizar ADN 
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complementario. Previamente, fue cuantificado por espectrofotometría 
ultravioleta. 
El reactivo TRI-Reagent permite aislar de una misma muestra biológica, 
ARN, ADN y proteínas. Purificamos la fracción proteica, siguiendo las 
indicaciones proporcionadas por Sigma. Los precipitados proteicos finales, se 
disolvieron en una solución de SDS al 1 %. Finalmente, cuantificamos las 
proteínas obtenidas utilizando el kit BCA Protein Assay de Pierce (Rockford, IL, 
EEUU). 
 
2.6.- Cuantificación del ARN mensajero. 
Partiendo de 1 µg de ARN libre de ADN obtenido según el punto 
anterior, sintetizamos ADN complementario utilizando el kit First-strand cDNA 
synthesis de Roche (Palo Alto, CA, EEUU), en base a oligonucleótidos poli(T). 
Los niveles de expresión de cada uno de los genes estudiados en el 
presente trabajo, se analizaron en ese ADN complementario en reacciones de 
PCR cuantitativa (PCR-Q) en tiempo real. Para ello utilizamos el sistema 
LightCycler de Roche. Las reacciones de PCR-Q se realizaron utilizando el kit 
Fast-Start DNA Master SYBR Green system, también de Roche y los 
cebadores específicos detallados en la Tabla M3. Todos los cebadores fueron 
sintetizados, desalados y purificados mediante HPLC por Bonsai Biotech 
(Alcobendas, Madrid), excepto los correspondientes al ARN ribosómico 18S, 
que se adquirieron a Ambion (Austin, TX, EEUU). 
 
Gen Cebador Sentido (5’ → 3’) Cebador Antisentido (5’ → 3’) 
IRAK-M TTTGAATGCAGCCAGTCTGA GCATTGCTTATGGAGCCAAT 
TNFα GCCTCTTCTCCTTCCTGATCGT CTCGGCAAAGTCGAGATAGTCG 
β-ACTINA AAGAGCTACGAGCTGCCTGACG TCCACATCTGCTGGAAGGTGG 
18S QuantumRNA Classic 18S de Ambion (Austin, TX, EEUU) 
 
Tabla M3. Secuencia de los cebadores utilizados en PCR cuantitativa. 
 
56 
Los resultados obtenidos para cada uno de los genes analizados, se 
normalizaron con respecto a la expresión del gen codificante para la β-actina o 
el ARN ribosómico 18S. 
El número de copias de ADN complementario de cada uno de los genes 
de interés, se determinó usando una curva estándar de siete puntos específica 
para cada gen. Los coeficientes de correlación (r2) de estas curvas, para ser 
aceptadas como válidas fueron siempre > 0.98. Las curvas se realizaron en 
paralelo para cada reacción de PCR-Q, además de las muestras en las que se 
deseaba cuantificar la expresión. 
Para confirmar la especificidad de los productos de la reacción en cada 
experimento, se analizaron los perfiles de “melting” o desnaturalización de cada 
grupo de muestras, utilizando el LightCycler. Estos perfiles se determinaron 
manteniendo la reacción a 80 ºC durante 10 segundos y entonces, calentando 
hasta 95 ºC a una tasa de calentamiento de 0.1 ºC / segundo. A lo largo de 
este proceso, se medía la fluorescencia emitida de manera continua. Este 
análisis demostraba que para cada par de cebadores, el producto de la 
amplificación era un único amplicón. 
Al finalizar cada reacción de PCR-Q, los productos de la amplificación se 
separaron por electroforesis en geles de agarosa, tiñéndolos con bromuro de 
etidio (0.5 µg/ml) y observándolos por transiluminación ultravioleta. En todos los 
casos se verificó que para cada par de cebadores, el producto de amplificación 
era una única banda del tamaño esperado. 
 
 




Gen Temperatura Hibridación (ºC) Ciclos 
IRAK-M 59 95 ºC, 10”; 59 ºC, 10”; 72 ºC, 10” 
TNFα 64 95 ºC, 10”; 64 ºC, 10”; 72 ºC, 19” 
β-ACTINA 55 95 ºC, 10”; 55 ºC, 10”; 72 ºC, 17” 
18S 60 95 ºC, 10”; 60 ºC, 10”; 72 ºC, 10” 
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Cada programa de PCR-Q consiste en 45 ciclos específicos según el par 
de cebadores, con un paso previo de desnaturalización y activación de la 
polimerasa de 5 minutos a 95 ºC. Los programas de PCR-Q utilizados para 
cada uno de los cebadores, se muestran en la Tabla M4. 
  
2.7.- Análisis por Western Blot. 
Las proteínas obtenidas (ver punto 2.5) se desnaturalizaron por 
calentamiento a 95 ºC durante 5 minutos en solución tampón Laemmli. 
Posteriormente se separaron por electroforesis en geles al 12 % de SDS-
poliacrilamida, en tampón Tris-glicina-SDS (25 mM Tris-HCl, 250 mM glicina, 
0.1 % SDS). Al finalizar la separación, transferimos las proteínas a membranas 
Immun-Blot PVDF de Bio-Rad (Hercules, CA, EEUU), aplicando una corriente 
eléctrica de 300 mA durante 1 hora y media a 4 ºC.  
A partir de este punto, todos los procesos se realizaron en agitación. Las 
membranas se bloquearon durante una hora con 5 % de leche desnatada 
disuelta en solución tampón TTBS (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.2 % 
Tween 20), lavándolas posteriormente tres veces con la misma solución. 
Después de los lavados, las membranas se incubaron con los anticuerpos 
primarios oportunos (anti-IRAK-M y anti-β-Actina), diluidos según las 
indicaciones del fabricante en TTBS, durante 16 horas a 4 ºC. Después de tres 
nuevos lavados con TTBS, las membranas se incubaron con los anticuerpos 
secundarios correspondientes, conjugados con peroxidasa, durante 45 
minutos, de nuevo en TTBS. Posteriormente, se lavaron las membranas tres 
veces con la misma solución. 
Finalmente, detectamos los anticuerpos unidos utilizando el reactivo 
quimioluminiscente ECL Plus de Amersham Bioscience (Piscataway, NJ, 
EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
2.8.- ELISA para TNFα. 
Los niveles de la citoquina inflamatoria TNFα en medio de cultivo, se 
valoraron con el kit de inmunoensayo Pelikine Compact human TNFα 
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suministrado por Sanquin (Amsterdam, Holanda). El límite inferior de detección 
de este ensayo es de 1 a 3 pg/ml. 
 
2.9.- Ensayos de apoptosis. 
Al finalizar cada uno de los experimentos mostrados en el presente 
trabajo, partiendo de una pequeña alícuota de M∅ humanos, determinamos el 
grado de apoptosis / necrosis.  
Para ello, utilizamos el kit Annexin V-FITC / PI Apoptosis kit de 
Oncogene (Cambridge, MA, EEUU), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Marcamos las células, y analizamos la expresión de anexina V y yoduro de 
propidio en un citómetro de flujo BD FACSCalibur de Becton Dickinson 
Biosciences (Franklin Lakes, NJ, EEUU).  
En todos los casos, y para considerar que los tratamientos no afectaban 
a la viabilidad celular, el porcentaje de células apoptóticas fue inferior al 3 %, 
sin existir diferencias significativas entre los tratamientos impuestos, y el control 
sin tratar de cada experimento. 
 
2.10.- Análisis estadísticos. 
El número de réplicas para cada uno de los experimentos realizados fue 
de tres en los casos de análisis de expresión transcripcional, y de dos en los 
casos de análisis de expresión proteica, ya sea por ELISA o por Western blot. 
Para cada experimento donde analizamos la expresión de diversos 
genes por PCR-Q, partíamos de los datos arrojados por las tres réplicas para 
calcular las medias y desviaciones estándar. En el caso de estudiar la 
expresión proteica por ELISA, utilizamos los datos proporcionados por las dos 
réplicas. Con estos parámetros, aplicando el estadístico T de Student, 
consideramos una significación estadística en las diferencias de expresión 
observadas, para valores de p<0.05. Esta significación se indica en las figuras 
con (*). 
En los casos de experimentos en base a la técnica de Western blot, se 
muestra el resultado de uno de los dos geles realizados por experimento, 
























En el siguiente punto se muestran los datos obtenidos a lo largo de este 
trabajo, estructurados en tres partes.  
En la primera de ellas, realizaremos una introducción general a los 
modelos de tolerancia, asentando el tipo de experimento genérico que supone 
este tipo de estudios. 
En las dos siguientes partes, aparecen los resultados obtenidos sobre la 
expresión de IRAK-M en dos modelos de tolerancia concretos, la tolerancia a 
endotoxina (“TE”) y la tolerancia a tumores (“TT”) respectivamente.  
Dentro de cada uno de estos dos apartados, se sigue la misma 
estructura: presentamos el modelo de tolerancia, el patrón de expresión de 
IRAK-M en el mismo, los mecanismos implicados en la regulación de esa 
expresión, para concluir con los resultados obtenidos en patologías asociadas 
a cada uno de los modelos. 
 
3.1.- Modelo general de tolerancia. 
Cuando el sistema inmune innato detecta una agresión, tan importante 
es su respuesta inflamatoria para luchar contra ese ataque, como el posterior 
freno de la misma. Una reacción inflamatoria descontrolada, puede causar 
daños en el propio organismo, reflejándose a nivel clínico como shock séptico 
(López-Bojorquez, et al, 2004). 
En los procesos de tolerancia, tras un primer encuentro con el agente 
causante de la inflamación, la respuesta del sistema inmune innato se ve 
notablemente atenuada al darse un segundo estímulo. Por ello, los modelos de 
tolerancia in vitro, son una herramienta sumamente útil para estudiar la 
regulación negativa del sistema inmune innato. 
En nuestro caso, todos los estudios se han realizado sobre M∅ 
humanos, como células clave y representativas del mencionado sistema 
inmune innato. Purificamos estas células desde sangre periférica por 
adherencia o por separación magnética en base al marcador CD14 (Ver 




La estructura general del modelo de tolerancia se esquematiza en la 
Tabla R1: 
Condición Experimental 1er Estímulo 2o Estímulo 
Control  - - 
Pre-tratamiento + - 
Tolerancia + + 
Tratamiento - + 
 
Tabla R1. Estructura general del modelo de tolerancia utilizado “in vitro”. 
Se representa la estructura general del modelo de tolerancia. Las condiciones experimentales 
surgen de la implantación (+) o no (-) de cada uno de los dos estímulos que forman el modelo. 
 
El modelo general de tolerancia, está basado en dos estímulos, dando 
lugar a tres condiciones experimentales y un control en cada experimento. 
El primer estímulo, simula el encuentro inicial del sistema inmune innato 
con el agente causante de una respuesta inflamatoria, mientras que el segundo 
representa el reencuentro de las células inmunes con dicho agente. 
En base a esto, se generan tres condiciones experimentales básicas y 
un control en cada uno de los experimentos: 
a) Control ⇒ Control de actividad basal; se trata de las células sin 
estimular. 
b) Pre-tratamiento ⇒ Permite discernir el efecto del primer estímulo. 
Después del tiempo de incubación requerido en cada experimento, 
las células se lavan abundantemente para eliminar el agente 
proinflamatorio, dejándolas reposar en medio de cultivo hasta el final 
del experimento. 
c) Tolerancia ⇒ Los cultivos son expuestos a los dos estímulos con el 
agente proinflamatorio. Después de la primera estimulación, las 
células son lavadas para eliminar dicho agente. Con el segundo 
estímulo, se inducen las condiciones de tolerancia. 
d) Tratamiento ⇒ Representa el estímulo con el agente causante de la 
inflamación per sé. 
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El resultado de este modelo lo veremos de forma más concreta en los 
siguientes puntos del presente trabajo, aplicado al modelo de “TE” y al de “TT”. 
 
 
3.2.- Expresión de IRAK-M en el contexto de la tolerancia a 
endotoxina. 
3.2.a) Modelo de tolerancia a endotoxina.  
En este modelo, el estímulo proinflamatorio es el LPS aislado de la 
pared celular de bacterias Gram negativas. La estructura del modelo, 
incluyendo la simbología de cada condición, se muestra en la Tabla R2: 
 
Condición 1er estímulo Lavado 2o estímulo 
Control  Medio 3 x PBS Medio 
Pre-tratamiento (T) LPS 3 x PBS Medio 
Tolerancia (T+L) LPS 3 x PBS LPS 
Tratamiento (L) Medio 3 x PBS LPS 
 
Tabla R2. Estructura del modelo de tolerancia a endotoxina. 
 
Para comprobar que el modelo reproduce el fenómeno de tolerancia, 
valoramos la producción de la citoquina inflamatoria TNFα, ya que como se ha 
comentado (ver punto 1.1.f), se trata de una citoquina clave tanto por su papel 
efector de la respuesta inflamatoria, como por ejercer un efecto 
inmunomodulador (Locksley, et al, 2001). Testamos su expresión a nivel 
transcripcional con el segundo estímulo de LPS durante 1 hora (Figura R1.A) y 
6 horas (Figura R1.B). También valoramos su liberación al medio de cultivo 
mediante ELISA transcurridas 24 horas del segundo estímulo (Figura R2).  
Como puede comprobarse en ambas figuras (R1 y R2), comparado con 
la respuesta a un único estímulo de LPS, la producción de TNFα en las 
condiciones tolerantes, se ve reducida de manera muy significativa. Así, 



























Figura R1. Expresión de TNFα a nivel transcripcional en el modelo de tolerancia a 
endotoxina. 
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con LPS o con medio (∅) durante 24 horas, se 
lavaron tres veces con PBS y se trataron de nuevo con la endotoxina durante 1 hora (A) o 6 
horas (B). Al finalizar los tratamientos, se aisló ARN total y por PCR-Q se valoró la expresión 
de TNFα y β-actina. (A): gel de electroforesis con el producto final de PCR-Q. (B): expresión de 
TNFα medida por PCR-Q, analizando la relación TNFα / β-actina. La leyenda hace referencia a 
















Figura R2. Producción de TNFα en el modelo de tolerancia a endotoxina. 
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con LPS durante 24 horas, se lavaron tres veces con 
PBS y se trataron de nuevo con la endotoxina durante 24 horas. Valoramos los niveles de 
TNFα liberados al medio por los cultivos mediante ELISA. La leyenda hace referencia a las 
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Este tipo de experimentos constituye una forma clásica de comprobar la 
inducción de “TE” en modelos in vitro (Rieser, et al, 1998; West, et al, 2002). 
 
3.2.b) Activación de IRAK-M en el modelo de tolerancia a 
endotoxina. 
Una vez establecido un modelo para estudiar los eventos asociados a la 
“TE”, procedimos a analizar la evolución del gen codificante para IRAK-M en 
este modelo. Para ello evaluamos por PCR-Q, la expresión de esta  










Figura R3. Expresión de IRAK-M en función del tiempo de estimulación con LPS. 
Cultivos de M∅ humanos se estimularon con 10 o 100 ng/ml de LPS durante los periodos 
indicados. Se aisló ARN total y por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y β-actina, 
analizando la relación IRAK-M / β-actina. 
 
Tal y como se aprecia en la Figura R3, los niveles basales de IRAK-M en 
ausencia de estímulo son muy bajos. Sin embargo, una única exposición a LPS 
ya sea a 10 o a 100 ng/ml, induce la expresión de IRAK-M con un máximo a las 
6 horas del inicio del estímulo. El nivel de expresión alcanzado durante ese 
máximo fue tres veces superior al basal, el cual se alcanza de nuevo a partir de 
24 horas. 
Sin embargo, cuando los cultivos pre-estimulados con LPS durante 24 
horas, se expusieron de nuevo a la endotoxina, la expresión de IRAK-M se 
indujo mucho más rápidamente. Así, con sólo una hora del segundo estímulo, 
se alcanzó un máximo en los niveles de expresión, tres veces superior al 




































Por el contrario en el mismo experimento, los cultivos no pre-tratados 
con LPS, muestran un perfil de expresión de IRAK-M muy similar al observado 
en el primer experimento mostrado en la Figura R3. 
 
 
Figura R4. Expresión de IRAK-M en el modelo de tolerancia a endotoxina. 
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con las concentraciones indicadas de LPS o se 
dejaron en medio durante 24 horas, lavándolos después 3 veces con PBS. Posteriormente, los 
M∅ se re-estimularon con 100 ng/ml de LPS, dejándolos en cultivo 24 horas más. A los 
tiempos indicados, se aisló ARN total y por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y β-
actina, analizando la relación IRAK-M / β-actina. 
 
Con el fin de examinar si esta cinética de expresión acelerada a nivel 
transcripcional en el modelo de “TE”, se traducía en una rápida aparición de 
IRAK-M a nivel proteico, realizamos análisis Western blot utilizando un 








Figura R5. Expresión a nivel proteico de IRAK-M en el modelo de tolerancia a 
endotoxina. 
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con 10 ng/ml de LPS o se dejaron en medio durante 
24 horas, lavándolos después 3 veces con PBS. Posteriormente, los M∅ se trataron con 100 
ng/ml de LPS, durante 1 hora (L1) o 24 horas (L24). Aislamos las proteínas totales y realizamos 
análisis Western blot utilizando anticuerpos específicos contra IRAK-M y β-actina. 
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Reflejando lo observado con la expresión de IRAK-M a nivel 
transcripcional, los niveles proteicos basales y tras una hora de exposición 
sencilla al LPS, son indetectables (Figura R5); tras 24 horas de estímulo, se 
observa la aparición de la banda correspondiente a IRAK-M. Sin embargo, en 
todas las condiciones donde los M∅ fueron pre-tratados con LPS, puede 
observarse la banda específica, incrementándose la cantidad presente 
transcurridas 24 horas desde el segundo estímulo (Figura R5). 
 
3.2.c) Mecanismos que controlan la activación de IRAK-M. 
Una vez demostrada la vinculación entre IRAK-M y los procesos de “TE”,  
nos propusimos estudiar posibles mecanismos que estuvieran asociados o 
controlaran la expresión de la pseudoquinasa en este modelo. 
 
3.2.c.i) Vinculación de la actividad fosfatidil inositol 3’ - 
quinasa en la expresión de IRAK-M inducida por LPS. 
Con el objetivo de estudiar factores que influyesen en la activación de 
IRAK-M en el proceso de “TE”, hipotetizamos la existencia de una relación 
entre la actividad PI3K y la expresión de IRAK-M. Esta hipótesis tiene su 
fundamento en la descripción de la cascada de señalización mediada por PI3K, 
como elemento represor temprano de la respuesta inflamatoria (Fukao, et al, 
2002; Guha, et al, 2002). Para testar si existe vinculación entre IRAK-M y PI3K, 
utilizamos como herramienta el conocido inhibidor específico de la actividad 
PI3K, LY294002 (Gharbi, et al, 2007). 
Cultivamos M∅ humanos pre-tratados durante una hora con el inhibidor 
o su disolvente (2% Dimetilsulfóxido, DMSO) como control; posteriormente se 
estimularon con LPS o se dejaron en medio durante los tiempos indicados en la 
Figura R6, después de lo cual se valoró la expresión de IRAK-M a nivel 
transcripcional. 
Como se puede apreciar, el pre-tratamiento de los M∅ con el inhibidor 
en ausencia de LPS, no supuso ningún cambio significativo en la expresión de 
IRAK-M. Sin embargo, en aquellos cultivos pre-tratados con el inhibidor, la 
exposición al LPS supuso una inducción de la pseudoquinasa más rápida, 
alcanzándose mayores niveles de expresión que en los M∅ pre-tratados con el 
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disolvente. Estos datos vinculan a la actividad PI3K con la expresión de IRAK-
M. 
 
Figura R6. Vinculación entre la actividad fosfatidil inositol 3’ - quinasa y la expresión 
de IRAK-M.  
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con 10 µM del inhibidor de la actividad PI3K, 
LY294002 o su disolvente (2% DMSO) durante una hora. Seguidamente se expusieron a 100 
ng/ml de LPS o se dejaron en medio (∅). A los tiempos indicados, se aisló ARN total y por 
PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y β-actina, analizando la relación IRAK-M / β-actina. 
(*) p<0.05 con respecto a la misma condición pre-tratada con el disolvente. 
 
3.2.c.ii) TNFα induce la expresión de IRAK-M. 
Los datos mostrados hasta ahora, indican que la expresión de IRAK-M 
es posterior en el tiempo a la de TNFα (comparar Figuras R1.A y R3). 
Considerando este hecho, hipotetizamos que la citoquina inflamatoria podría 
estar induciendo la expresión de la pseudoquinasa. 
 
Figura R7. TNFα induce la expresión de IRAK-M. 
Cultivos de M∅ humanos se expusieron a 2 ng/ml de TNFα durante 24 horas. A los tiempos 
indicados, se aisló ARN total y por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y β-actina, 













































































Para testar esta hipótesis, expusimos M∅ a TNFα (2 ng/ml) durante 24 
horas, y evaluamos la expresión de IRAK-M. Tal y como se aprecia en la Figura 
R7, efectivamente el TNFα induce la expresión de IRAK-M. La inducción de la 
pseudoquinasa se inicia sólo dos horas después de iniciarse el tratamiento con 
TNFα, alcanzando un máximo de expresión a las 6 horas. 
 
3.2.d) Regulación específica de IRAK-M en monocitos / macrófagos 
aislados de pacientes con sepsis. 
 
Figura R8. Expresión de TNFα e IRAK-M en monocitos / macrófagos aislados de 
pacientes sépticos. 
M∅ aislados de sangre periférica de donantes sanos (Cn) o de pacientes sépticos (Pn), se 
expusieron ex vivo a 10 o 100 ng/ml de LPS durante una hora. Posteriormente se lavaron 3 
veces con PBS y se recolectaron. Aislamos ARN total de estas células y por PCR-Q valoramos 
la expresión de IRAK-M, TNFα y β-actina. (A): productos finales de PCR-Q resueltos en un gel 
de agarosa. (B): Análisis de la relación IRAK-M / β-actina. (*) p<0.05 con respecto a M∅ 










































































































































































































Una vez observada la expresión específica mostrada por IRAK-M en el 
modelo de “TE”, decidimos analizar su comportamiento en M∅ aislados de 
pacientes que sufrían sepsis, patología en la que está descrita la caída en 
estados de tolerancia (West, et al, 2002; Broad, et al, 2006). 
Aislamos M∅ de estos pacientes y los expusimos ex vivo a LPS durante 
una hora, comparando su comportamiento con M∅ aislados de donantes 
sanos. Analizamos la expresión de TNFα a nivel transcripcional, observando 
que en cinco de los pacientes seleccionados, la exposición al LPS no indujo la 
expresión de la citoquina inflamatoria. Sin embargo, tanto en los M∅ aislados 
de donantes sanos, como en los obtenidos de los restantes cuatro pacientes 
incluidos en el estudio, la exposición al LPS indujo una expresión significativa 
de TNFα (Figura R8). Esto nos permitió definir a los M∅ de los cinco primeros 
pacientes como tolerantes. 
Estudiando el comportamiento de IRAK-M, en los M∅ de pacientes 
sépticos tolerantes, el encuentro con LPS indujo rápidamente la expresión de la 
pseudoquinasa. Sin embargo, no observamos cambios en la expresión de 
IRAK-M en los M∅ obtenidos de donantes sanos. 
Es decir, en los M∅ tolerantes de pacientes sépticos, se da un patrón de 
expresión de IRAK-M muy similar al observado en el modelo in vitro de “TE”. 
 
3.3. Expresión de IRAK-M en el contexto de la tolerancia a 
tumores. 
Una vez que hemos descrito una regulación específica de IRAK-M en el 
proceso de “TE”, decidimos testar si esta pseudoquinasa estaba implicada en 
otro proceso patológico, en el que la tolerancia del sistema inmune innato juega 
un importante papel (Mytar, et al, 2003): la tolerancia a tumores (“TT”). 
 
3.3.a) Modelo de tolerancia a células tumorales.  
El estímulo proinflamatorio en este modelo es la exposición de los M∅ a 
células de origen tumoral, de tipos tan frecuentes como diferentes. El primer 
encuentro se simuló con un co-cultivo de células tumorales y M∅, después del 
cual, se separaron magnéticamente estos últimos en base al marcador CD14; 
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una vez lavados, se volvieron a co-cultivar con el mismo tipo de célula tumoral. 
La estructura del modelo es la mostrada en la Tabla R3. 
 
Tabla R3. Estructura del modelo de tolerancia a células tumorales. 
 
Para asegurar que los efectos observados eran específicos del co-cultivo 
con células tumorales, realizamos co-cultivos controles con linfocitos autólogos 
y con fibroblastos humanos primarios heterólogos. 
 
Figura R9. Expresión de TNFα a en el modelo de tolerancia a tumores.  
M∅ humanos se co-cultivaron con las células indicadas en la figura o se dejaron en medio 
durante 6 horas. Posteriormente, se aislaron magnéticamente en base al marcador CD14, se 
lavaron tres veces con PBS y se volvieron a co-cultivar con el mismo tipo celular. (A): tras una 
hora del segundo co-cultivo, se volvieron a aislar los M∅, se purificó el ARN y se cuantificó 
TNFα y β-actina por PCR-Q, analizando la relación TNFα / β-actina. (B): tras 24 horas del 
segundo co-cultivo, valoramos la presencia de TNFα en el medio de cultivo mediante ELISA. (*) 
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Tras una hora del segundo co-cultivo, los M∅ se aislaron nuevamente, y 
valoramos la expresión de TNFα a nivel transcripcional por PCR-Q (Figura 
R9.A). Como puede comprobarse, la pre-estimulación de los M∅ (primer co-
cultivo) reduce de manera drástica la respuesta inflamatoria inducida por el co-
cultivo sencillo con las células tumorales.  
Al igual que en el modelo de “TE”, en el modelo de “TT” valoramos la 
liberación al medio de cultivo de la citoquina TNFα, en este caso, 24 horas 
después de iniciarse el segundo estímulo, que en esta ocasión se trata de un 
co-cultivo. En la Figura R9.B se aprecia que efectivamente, un primer co-cultivo 
de células tumorales con M∅, reduce la respuesta inflamatoria en un segundo 
encuentro con las células tumorales. 
Los co-cultivos con fibroblastos heterólogos o linfocitos autólogos, no 
indujeron la expresión de TNFα a ningún nivel. 
 
3.3.b) Activación de IRAK-M en el modelo de tolerancia a células 
tumorales. 
Partiendo del modelo de “TT” establecido en el que observamos la 
desactivación de M∅ por células tumorales, procedimos a analizar la expresión 
de IRAK-M en él. En paralelo a como realizamos con el modelo de “TE”, 
primeramente estudiamos la expresión a nivel transcripcional de IRAK-M, en 
función del tiempo de estimulación de los M∅ en co-cultivos con células 
tumorales. Para ello, expusimos M∅ a diferentes líneas celulares y evaluamos 
la expresión de la pseudoquinasa por PCR-Q. De nuevo, como control de los 
efectos observados, realizamos co-cultivos de M∅ con fibroblastos primarios 
heterólogos y con linfocitos autólogos. 
Como se aprecia en la Figura R10, la presencia de todas las líneas 
tumorales testadas indujo la expresión de IRAK-M en M∅, con una cinética 
similar a la inducida por LPS. En todos los casos se observa un máximo a las 6 
horas del co-cultivo, con niveles comparables (casos de A431, HeLa) o incluso 
superiores (HL60, MCF7) a los alcanzados con la exposición a LPS. Por el 
contrario, ni los linfocitos autólogos y ni los fibroblastos heterólogos indujeron 
IRAK-M. 
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Para estudiar la evolución de la pseudoquinasa en el modelo de “TT”, 
seleccionamos la línea tumoral epidérmica A431, ya que como se aprecia en la 
Figura R10, induce una respuesta representativa y muy similar a la observada 
en el caso del LPS; además, usamos fibroblastos heterólogos como células 
control. 
En estos experimentos utilizamos M∅ pre-expuestos a fibroblastos, 
células A431, o cultivados solos durante 6 horas, después de lo cual, se 
aislaron magnéticamente en función del marcador CD14 y se reestimularon con 
la misma línea tumoral o se dejaron en medio. Estos tratamientos representan 
el modelo de “TT” descrito en el punto 3.3.a. Estudiamos la expresión de IRAK-
M por PCR-Q a lo largo de todo el tiempo que duró el cultivo, de nuevo en 
células CD14+. El resultado puede verse en la Figura R11. En esta gráfica, en 
la escala temporal está considerado como “tiempo cero”, el momento en que 
iniciamos el aislamiento de M∅ tras el primer tratamiento, fuera éste un co-
















Figura R10. Inducción de IRAK-M por diferentes tipos celulares. 
M∅ humanos se co-cultivaron con los diferentes tipos celulares mostrados en la figura durante 
24 horas. A los tiempos indicados, aislamos magnéticamente células CD14+, obtuvimos ARN 
total de ellas y por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación 
IRAK-M / 18S. 
 
Los co-cultivos de M∅ con células tumorales mantenidos anteriormente 



































cinética de expresión de IRAK-M similar a la observada en la Figura R10, con 
un máximo de inducción a las 6 horas de iniciarse el co-cultivo. Este patrón de 
expresión no se vio alterado por una pre-exposición de los M∅ a fibroblastos 
heterólogos ( ). 
Sin embargo un primer co-cultivo de M∅ con células A431, cambió de 
manera significativa el patrón de expresión de IRAK-M, tras una segunda 
exposición con la línea tumoral ( ). En este caso, el segundo co-cultivo 
indujo una expresión de IRAK-M mucho más rápida, alcanzándose un máximo 
sólo 2 horas después de iniciarse este segundo estímulo. 
 
 
Figura R11. Expresión de IRAK-M en el modelo de tolerancia a tumores. 
M∅ humanos se co-cultivaron con fibroblastos, células A431 o se dejaron en medio durante 6 
horas. En ese momento se aislaron magnéticamente células CD14+ (indicado en la figura), se 
lavaron 3 veces con PBS y se volvieron a cultivar en medio o co-cultivar con células A431. A 
los tiempos indicados, aislamos magnéticamente células CD14+, se aisló ARN total y por PCR-
Q valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. 
 
Estos resultados indican que en el modelo de “TT”, la cinética de 
expresión de IRAK-M presenta una regulación singular, que a su vez, es 

































Con el objetivo de comprobar que en este experimento, se seguían 
induciendo las condiciones de tolerancia descritas en el punto 3.3.a, 
analizamos la expresión de TNFα en células CD14+ obtenidas después del 
primer aislamiento y posterior estimulación (Figura R12). 
Tal y como ocurría en la descripción del modelo de “TT” (ver Figura R9), 
el primer co-cultivo de los M∅ con células A431 ( ) reduce de manera 
significativa la producción de TNFα inducida por un co-cultivo sencillo con la 
célula tumoral ( ). Además, ese efecto no se da cuando el primer co-cultivo 
se realiza con fibroblastos primarios heterólogos ( ). Estos datos ratifican 















Figura R12. Expresión de TNFα en el modelo de tolerancia a tumores. 
M∅ humanos se co-cultivaron con fibroblastos, células A431 o se dejaron en medio durante 6 
horas. En ese momento se aislaron magnéticamente células CD14+, se lavaron 3 veces con 
PBS y se volvieron a cultivar en medio o co-cultivar con células A431. A los tiempos indicados 
después de ese primer aislamiento, obtuvimos magnéticamente células CD14+, aislamos ARN 
total de ellas y por PCR-Q valoramos la expresión de TNFα y 18S, analizando la relación TNFα 
/ 18S. 
 
3.3.c) Silenciamiento génico de IRAK-M en el modelo de tolerancia a 
tumores. 
En vista del patrón de expresión específico mostrado por IRAK-M en el 
modelo de “TT”, estudiamos si el silenciamiento génico de esta pseudoquinasa 
alteraría la inducción de este proceso. Para ello realizamos experimentos con 





























Inicialmente, testamos la eficacia de silenciamiento de este ARN, 
transfectando M∅ humanos con él, y exponiéndolos a la línea tumoral A431 
durante 6 horas. Como control de transfección, utilizamos un ARN de 
interferencia irrelevante. La Figura R13 muestra cómo la exposición de los M∅  
a la línea tumoral, tanto no transfectados como transfectados con el ARN 
control, induce la expresión de IRAK-M a unos niveles comparables a los 
alcanzados en la Figura R10. La transfección con 0.5 nM del ARN de 
interferencia no logró reducir esa expresión de manera significativa; sin 
embargo, a concentraciones de 5 y 25 nM del ARN específico contra IRAK-M, 




















Figura R13. Test de eficacia del ARN de interferencia contra IRAK-M. 
Cultivos de M∅ humanos se transfectaron con las concentraciones indicadas de ARN control o 
de interferencia contra IRAK-M. Posteriormente, se co-cultivaron con células A431 durante 6 
horas, después de lo cual, aislamos magnéticamente células CD14+, purificamos ARN total y 
por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. (*) 
p<0.05 con respecto a M∅ con el mismo tratamiento, transfectados con el ARN control. 
 
Una vez testada la eficacia del ARN de interferencia, transfectamos M∅  
humanos y realizamos experimentos imponiendo las condiciones de “TT”; co-
cultivamos M∅ transfectados, con células A431 durante 2 horas (2o co-cultivo), 
pre-tratados o no con la misma célula tumoral por espacio de 6 horas (1er co-
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aislamos las células CD14+ y valoramos la expresión de TNFα a nivel 
transcripcional en ellas.   
 
Figura R14. Expresión de TNFα en el modelo de tolerancia a tumores en presencia de 
ARN de interferencia contra IRAK-M. 
Cultivos de M∅ humanos se transfectaron con las concentraciones indicadas de ARN control o 
de interferencia. Posteriormente, se co-cultivaron con células A431 durante 6 horas (1er co-
cultivo), después de lo cual, aislamos magnéticamente células CD14+. Lavamos 3 veces con 
PBS estas células y las volvimos a co-cultivar con A431 durante 2 horas (2o co-cultivo) (A) o 18 
horas (B). (A): Aislamos de nuevo células CD14+, purificamos ARN total y por PCR-Q 
valoramos la expresión de TNFα y 18S, analizando la relación TNFα / 18S. (B): Cuantificamos 
TNFα en el medio de cultivo por ELISA. Sólo se muestran los datos obtenidos en 
transfecciones con 25 nM de ARN para clarificar la figura y el efecto observado. Resultados 
similares con 5 nM de ARN interferente no mostrados. (*) p<0.05 con respecto a M∅ con el 
mismo tratamiento, transfectados con el ARN control. 
 
Como se muestra en la Figura R14.A, en los M∅ no transfectados, 
transfectados con el ARN control o con 0.5 nM del ARN de interferencia, el pre-
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tratamiento con las células A431 (1er co-cultivo), supone una reducción en la 
expresión de TNFα inducida por el segundo encuentro con la línea tumoral; es 
decir, se da el proceso de “TT”. Sin embargo, en aquellos M∅ transfectados 
con 5 o 25 nM del ARN de interferencia, el pre-tratamiento no logra reducir la 
expresión de TNFα. 
Para ratificar que el efecto observado a nivel transcripcional se traducía 
a nivel de proteína, valoramos la liberación de TNFα al medio en los 
experimentos con M∅ transfectados con 25 nM del ARN de interferencia. La 
Figura R14.B muestra cómo efectivamente, la transfección con el ARN de 
interferencia, anula el efecto del primer co-cultivo con la célula tumoral. 
En conjunto, estos datos indican que la reducción de la expresión de 
IRAK-M, revierte el fenotipo tolerante de los M∅ en el modelo de “TT”. 
 
3.3.d) Elementos responsables de la inducción de IRAK-M en el 
modelo de tolerancia a tumores. 
Una vez observado que el co-cultivo de células tumorales con M∅ 
humanos inducía en estos la expresión de IRAK-M, nos dispusimos a estudiar 
los mecanismos que subyacen en este proceso. 
Inicialmente nos planteamos las hipótesis de si esta inducción, podría 
ser debida a elementos expresados en la membrana de las células tumorales, 
y/o a compuestos solubles liberados al medio por las mismas. Para intentar 
responder a la primera hipótesis, realizamos co-cultivos de M∅ con células 
tumorales fijadas (Figura R15.A), mientras que para abordar la segunda, 
expusimos a los M∅ a un medio de cultivo suplementado con un 20 % de 
sobrenadante procedente de un cultivo de células tumorales (Figura R15.B). En 
ambos casos, testamos la expresión de IRAK-M a lo largo de 24 horas de 
cultivo. 
Todas las células tumorales fijadas indujeron la expresión de IRAK-M a 
las 3 horas de iniciado el co-cultivo, y esta expresión se mantuvo hasta las 6 
horas, cayendo los niveles después de 24 horas. Sin embargo ni fibroblastos 
primarios heterólogos ni linfocitos autólogos (ambos fijados), lograron inducir 
esta expresión (Figura R15.A).  
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En el caso de los cultivos con medio condicionado tumoral, el 
comportamiento de la expresión de IRAK-M es muy similar al anterior. Se 
observa una clara inducción en los casos de medio condicionado procedente 
de células tumorales, no observada cuando el medio procedía de fibroblastos o 
linfocitos (Figura R15.B). Cabe indicar que el grado de inducción alcanzado por 
IRAK-M en estos experimentos, es menor que el observado en el caso de las 
células tumorales fijadas y de los co-cultivos (Ver Figura R10). 
Estos datos indican que algún factor o factores unido/s a la membrana 
de las células tumorales y también liberado/s al medio por ellas, es/son 
responsable/s de la inducción de IRAK-M en los M∅. 
 
Figura R15. Inducción de IRAK-M debida a factores anclados a membranas de células 
tumorales o elementos solubles liberados por ellas. 
(A): M∅ humanos se co-cultivaron con los diferentes tipos celulares fijados indicados durante 
24 horas; a los tiempos indicados, aislamos magnéticamente células CD14+. (B): M∅ humanos 
se cultivaron en presencia de medio suplementado con 20% de sobrenadante procedente de 
cultivos de diferentes células, durante 24 horas. A los tiempos indicados los M∅ se lavaron 3 
veces con PBS, y se recolectaron. Llegados a ese punto, en ambos casos aislamos ARN total y 
por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. 
 
3.3.d.i) Implicación del ácido hialurónico en la inducción de 
IRAK-M. 
El siguiente paso en nuestro estudio, fue buscar candidatos que 
reunieran las condiciones descritas hasta ahora por el factor inductor de IRAK-
M, a saber: capacidad de inducir una respuesta inflamatoria en M∅, debería 
estar unido a membrana y también ser liberado como un factor soluble. El ácido 



































































patogénesis tumoral, y reúne todas esas condiciones (Toole, 2004; Yabushita 
et al, 2004). Así, decidimos testar el efecto de este glucosaminglucano sobre la 
expresión de IRAK-M. 
Cultivamos M∅ en presencia de dos concentraciones diferentes de AH, 
y estudiamos la expresión de IRAK-M durante 24 horas. Como control positivo 
de inducción, expusimos los M∅ a LPS durante 6 horas. La Figura R16.A 
muestra cómo, de manera muy similar en las dos concentraciones estudiadas, 
el AH induce la expresión de IRAK-M a partir de 3 horas de iniciarse el 
estímulo. Además, los niveles alcanzados son comparables a los inducidos por 
el LPS. 
También valoramos la expresión de TNFα inducida por el AH, 
comparándola con la observada en un co-cultivo de M∅ y células tumorales 
A431 (Figura R16.B). En este caso, utilizamos sólo la concentración de 100 
µg/ml de AH, toda vez que el efecto observado sobre IRAK-M a esta 
concentración, es el mismo que el inducido a 200 µg/ml. El AH indujo una 
rápida expresión de TNFα, con un máximo de inducción entre la primera y la 
segunda hora de estímulo, cinética muy similar a la observada en el co-cultivo. 
 
Figura R16. Inducción de IRAK-M y TNFα por ácido hialurónico. 
(A): Cultivos de M∅ humanos se mantuvieron en medio o se expusieron a 100 o 200 µg/ml de 
AH durante 24 horas. También se expusieron a 10 ng/ml de LPS durante 6 horas. 
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS y se recolectaron. Aislamos ARN total y por PCR-
Q valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. (B): Cultivos 
de M∅ humanos se expusieron a 100 µg/ml de AH o se co-cultivaron con células A431 durante 
24 horas. A los tiempos indicados, en el caso de la exposición a AH, se siguió el mismo 
proceso que en la figura A. En el caso de los co-cultivos, se aislaron células CD14+, y se 
lavaron 3 veces con PBS. Seguidamente, purificamos ARN total y por PCR-Q valoramos la 




































































Llegados a este punto, y antes de profundizar en este mecanismo, 
quisimos comprobar que los datos obtenidos hasta ahora a nivel transcripcional 
sobre IRAK-M, tenían un reflejo en la presencia de la proteína. Para ello co-
cultivamos M∅ con células A431, tanto vivas como fijadas. También expusimos 
M∅ a medio condicionado tumoral de células A431 (ver punto 3.3.d), a AH y a 
LPS como control positivo de inducción. En todos los casos, los cultivos fueron 
de 24 horas y realizamos análisis Western blot para detectar IRAK-M. 
Tal y como se aprecia en la Figura R17, en todas las condiciones la 
presencia de la proteína es patente, a niveles comparables con los inducidos 
por LPS. 
 
Figura R17. Expresión proteica de IRAK-M en monocitos / macrófagos expuestos a 
diferentes estímulos en el contexto de la tolerancia a tumores. 
M∅ humanos se co-cultivaron con células A431, vivas y fijadas, se cultivaron con medio 
suplementado con un 20 % de sobrenadante procedente de un cultivo de células A431, y se 
expusieron a 100 µg/ml de AH y a 10 ng/ml de LPS. Todos los tratamientos se realizaron 
durante 24 horas. Seguidamente, aislamos las proteínas totales y realizamos análisis Western 
blot utilizando anticuerpos específicos contra IRAK-M y β-actina. 
 
3.3.d.ii) El ácido hialurónico induce tolerancia y el 
silenciamiento de IRAK-M revierte este proceso. 
Todos los datos anteriores, sugieren que las células tumorales utilizan el 
AH para provocar la inducción de IRAK-M en los M∅. En este punto, 
hipotetizamos que esta inducción provocaría la caída de los M∅ en un estado 
de tolerancia. Con el objetivo de demostrar esta hipótesis, realizamos 
experimentos de silenciamiento génico de IRAK-M, en base al mismo ARN de 
interferencia utilizado en el punto 3.3.c.  
Inicialmente testamos la eficacia de silenciamiento del ARN de 





















experimento es idéntico al mostrado en la Figura R13, salvo que en lugar de 
exponer los M∅ a las células A431, se estimularon con AH. El resultado fue 
similar. Cuando los M∅ se transfectaron con 5 o 25 nM del ARN de 
interferencia, se alcanzó una reducción en la expresión de IRAK-M hasta un 
nivel del 25 %, comparándose con la inducción lograda transfectando con un 
ARN control irrelevante (datos no mostrados). 
Una vez validado el sistema, impusimos a M∅ transfectados el modelo 
de tolerancia, utilizando como estímulo AH. Realizamos un pre-tratamiento de 6 
horas con el glucosaminglucano, para después de lavar, reestimular de nuevo 
con AH durante 2 o 18 horas. En esos M∅ valoramos la expresión de TNFα a 
nivel transcripcional (Figura R18.A) y traduccional (Figura R18.B) 
respectivamente.  
En los casos de M∅ transfectados con el ARN control o con 0.5 nM del 
ARN de interferencia, el pre-tratamiento reduce la expresión de TNFα inducida 
por un segundo estímulo de AH. Sin embargo, en aquellos M∅ transfectados 
con 5 o 25 nM del ARN de interferencia contra IRAK-M, no ocurre ese efecto. 
 
 
Figura R18. Expresión de TNFα en el  modelo de tolerancia inducido por ácido 
hialurónico, en presencia de ARN de interferencia contra IRAK-M. 
Cultivos de M∅ humanos se transfectaron con las concentraciones indicadas de ARN control o 
de interferencia. Posteriormente, se expusieron a 100 µg/ml de AH durante 6 horas (Pre-
tratamiento AH), se lavaron 3 veces con PBS y se reexpusieron a AH (2o estímulo AH) durante 
2 horas (A) o 18 horas (B). (A): Recolectamos los M∅, purificamos ARN total y por PCR-Q 
valoramos la expresión de TNFα y 18S, analizando la relación TNFα / 18S. (B): Cuantificamos 
TNFα en el medio de cultivo por ELISA. (*) p<0.05 con respecto a M∅ con el mismo 
tratamiento, transfectados con el ARN control. 
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Este resultado indica que la reducción en la expresión de IRAK-M con el 
ARN de interferencia, bloquea el efecto del pre-tratamiento con AH, evitando la 
caída de los M∅ en un estado de tolerancia. 
 
3.3.d.iii) CD44 y TLR4 intervienen en la inducción de IRAK-M 
por ácido hialurónico. 
Una vez caracterizada la implicación de AH en la inducción de IRAK-M, 
decidimos estudiar las vías por las cuales actuaba este compuesto. CD44 es el 
principal receptor de AH en la superficie celular (Ahrens, et al, 2001), pero 
también el TLR4 ha sido descrito como receptor de este glucosaminglucano 
(Akira, et al, 2004). Por ello, planteamos la hipótesis de que el AH induce IRAK-
M tras ser reconocido por estos dos receptores. 
Para abordar esta hipótesis, pre-tratamos durante una hora M∅  
humanos con dosis crecientes de anticuerpos bloqueantes contra CD44 y 
TLR4. Seguidamente, realizamos un tratamiento con AH durante 3 horas y 
testamos la expresión de IRAK-M. Como control de la especificidad del posible 
efecto observado, también realizamos pre-tratamientos con un anticuerpo 
bloqueante contra TLR2. Como se aprecia en la Figura R19, la sola presencia 
de los anticuerpos, no supuso un cambio significativo en la expresión de IRAK-
M. Sin embargo, el pre-tratamiento con los anticuerpos contra CD44 (Figura 
R19.A) y TLR4 (Figura R19.B), redujeron de una manera dosis-dependiente la 
expresión de IRAK-M inducida por el AH. Este efecto no se observó en el caso 
de que el pre-tratamiento fuera con anti-TLR2. 
Como último paso en el estudio de este mecanismo, quisimos 
comprobar que el efecto de los anticuerpos bloqueantes también se daba en 
M∅ co-cultivados con células A431. Además también testamos el efecto de un 
pre-tratamiento conjunto con los dos anticuerpos. El experimento se diseñó de 
la siguiente manera: pre-tratamos M∅ durante una hora, con las dosis más 
bajas utilizadas de anticuerpos bloqueantes contra CD44 y TLR4, tanto por 
separado como conjuntamente. Después, realizamos un co-cultivo con células 
A431 durante 6 horas, aislamos M∅ y estudiamos la expresión de IRAK-M. De 





Figura R19. Efecto bloqueante de los anticuerpos anti-CD44  y anti-TLR4  sobre la 
expresión de IRAK-M inducida por ácido hialurónico. 
(A): Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con 0.1 µg/ml o 10 µg/ml (↑) de anti-CD44 o 10 
µg/ml de anti-TLR2 durante una hora. (B): Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con 0.5 
µg/ml o 5 µg/ml (↑) de anti-TLR4 o 10 µg/ml de anti-TLR2 durante una hora. En ambos casos, 
seguidamente los M∅ se expusieron a 100 µg/ml de AH por espacio de 3 horas. A 
continuación, se lavaron 3 veces con PBS y se recolectaron. Aislamos ARN total y por PCR-Q, 
valoramos la expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. (*) p<0.05 con 
respecto a M∅ pre-tratados con medio. 
 
La Figura R20 muestra cómo cada uno de los anti-CD44 y anti-TLR4 por 
separado, logran reducir la expresión de IRAK-M inducida por las células A431. 
De nuevo, este efecto no se dio en el caso de usar anti-TLR2. De manera muy 
significativa, se observa que un pre-tratamiento conjunto con sendos 
anticuerpos anti-CD44 y anti-TLR4, muestra un efecto aditivo en el bloqueo de 















Figura R20. Efecto aditivo de los anticuerpos anti-CD44 y anti-TLR4 sobre la 
expresión de IRAK-M inducida por células A431. 
Cultivos de M∅ humanos se pre-trataron con 0,1 µg/ml de anti-CD44, 0.5 µg/ml de anti-TLR4, 
con ambos a la vez o con 10 µg/ml de anti-TLR2. A continuación, se co-cultivaron con células 
A431 durante 6 horas. Seguidamente, aislamos magnéticamente células CD14+, las lavamos 3 
veces con PBS y purificamos ARN total. Partiendo de esa muestra, por PCR-Q valoramos la 
expresión de IRAK-M y 18S, analizando la relación IRAK-M / 18S. (*) p<0.05 con respecto a 

































































































3.3.e) Expresión de IRAK-M en monocitos / macrófagos aislados de 
pacientes con cáncer. 
Como reflejo del modelo de “TT” en una situación in vivo, estudiamos a 
nivel transcripcional, la expresión de TNFα e IRAK-M en M∅ de pacientes que 
sufrían diversos procesos tumorales. Partimos de muestras de sangre 
periférica de pacientes con leucemia mieloide crónica, cáncer de colon 
metastásico y no metastásico. Aislamos magnéticamente células CD14+ de 
estas muestras y comparamos su comportamiento con M∅ aislados de sangre 
de donantes sanos. Como control de inducción expusimos M∅ sanos a LPS 
durante 1 y 6 horas. 
En todos los casos, las células obtenidas de pacientes con leucemia 
expresaron de manera muy clara IRAK-M, mientras que no expresaban TNFα. 
Algo similar ocurría en el caso de las muestras procedentes de pacientes con 
tumor de colon metastásico, expresando si cabe niveles bajos de TNFα. Sin 
embargo, contrastando con los anteriores, en M∅ aislados de pacientes con 
tumor de colon no metastásico, no observamos expresión de IRAK-M, y sí 
detectamos una ligera expresión de TNFα (Figura R21). 
 
Figura R21. Expresión de TNFα e IRAK-M en monocitos / macrófagos de pacientes 
con diversos tumores. 
Partiendo de células CD14+ aisladas de sangre periférica de donantes sanos y pacientes 
diagnosticados con los procesos tumorales indicados, aislamos ARN total. Utilizamos como 
control de inducción células CD14+ aisladas de donantes sanos expuestas a 10 ng/ml de LPS 
durante 1 y 6 horas. Por PCR-Q valoramos la expresión de IRAK-M, TNFα y 18S, analizando 
las relaciónes IRAK-M / 18S y TNFα / 18S. La figura muestra los productos finales de la PCR-
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Es decir, en aquellos procesos tumorales en los que los M∅ circulantes 
están en contacto con las células cancerosas (leucemia y proceso 
metastásico), se observa expresión de IRAK-M. Sin embargo, en el caso de un 
tumor localizado y en los donantes sanos, donde las células CD14+ circulantes 
no presentan ese contacto frecuente con las células tumorales, IRAK-M no se 
expresa. 
Estos datos in vivo, se correlacionan con los obtenidos en el modelo in 


























Desde que se describió a IRAK-M, como un regulador negativo de la 
cascada de señalización iniciada por diversos TLR y clave en el desarrollo de 
“TE” (Kobayashi, et al, 2002), el estudio de esta molécula ha despertado gran 
interés. Sin embargo, la mayoría de los estudios básicos publicados sobre esta 
pseudoquinasa, se han realizado en modelos de roedores, tanto in vitro 
(Nakayama, et al, 2004; Pathak, et al, 2005; Taylor, 2005) como in vivo (Li, et 
al, 2005; Deng, et al, 2006; Su, et al, 2007). En el presente trabajo, hemos 
abordado el estudio básico de la expresión de IRAK-M y los mecanismos que 
subyacen en su regulación, en M∅ primarios de origen humano. 
Para llevar a cabo este estudio, partimos del establecimiento de un 
modelo in vitro donde simular las condiciones de tolerancia. Este modelo 
presenta unas características generales descritas en la Tabla R1, generando 
cuatro condiciones experimentales en base a dos estímulos. Teóricamente, la 
primera estimulación induce las condiciones de tolerancia, de forma que 
atenuará la respuesta inflamatoria generada por el segundo estímulo. Este 
efecto es observado en el resultado tanto del modelo de “TE” (Figuras R1 y R2) 
como en el modelo de “TT” (Figura R9). En ambos casos, el primer estímulo, 
reduce de manera significativa la producción de TNFα, inducida por la segunda 
estimulación. Estos resultados confirman que nuestros modelos reproducen el 
fenómeno de tolerancia, es decir, una capacidad reducida por parte de los M∅ 
de generar una respuesta inflamatoria óptima ante un determinado estímulo, 
como consecuencia de un primer enfrentamiento al mismo. 
 
Centrándonos en el estudio de la expresión de IRAK-M en respuesta al 
LPS, una única exposición de los M∅ a la endotoxina induce la expresión a 
nivel transcripcional de la pseudoquinasa, con un máximo a las 6 horas de 
iniciarse el estímulo (Figura R3). A nivel proteico, detectamos a IRAK-M 24 
horas después de iniciarse la estimulación (Figura R5). Esta cinética de 
expresión mostrada por la pseudoquinasa en nuestro modelo in vitro, queda 
confirmada por los datos publicados en un estudio, en el que la inyección 
intravenosa de LPS a donantes sanos, indujo la expresión de IRAK-M, con un 
máximo entre 4 y 6 horas después de iniciarse el estímulo (Calvano, et al, 
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2005). La concordancia entre estos experimentos in vivo y los datos mostrados 
en el presente trabajo, indica la validez del modelo in vitro utilizado. 
El comportamiento observado por IRAK-M en M∅ humanos es diferente 
del mostrado en modelos de roedores, donde a nivel transcripcional se detecta 
tan solo 3 horas después de la estimulación con LPS, y la proteína se empieza 
a visualizar 6 horas después de iniciarse ese estímulo (Kobayashi, et al, 2002). 
Este dato hace hincapié en la importancia del estudio de IRAK-M en M∅ 
humanos, ya que su cinética de expresión es diferente del que muestra en 
roedores. 
Durante la “TE”, el segundo estímulo con LPS indujo una rápida 
transcripción de IRAK-M, con un máximo de expresión sólo una hora después 
de esta segunda estimulación (Figura R4). Este hallazgo sugiere que el pre-
condicionamiento inducido por el primer estímulo con LPS, genera un 
mecanismo que permite esta rápida transcripción posterior de IRAK-M, dentro 
del marco de la “TE”. En este contexto, IRAK-M podría ejercer su efecto 
bloqueante de la disociación del complejo iniciador, propuesto (aunque no 
demostrado) como posible mecanismo de actuación de la pseudoquinasa 
(Janssens, et al, 2003; López-Collazo, et al, 2006). De hecho, la presencia de  
IRAK-M a nivel proteico, 24 horas después del primer estímulo con LPS, 
permite sugerir su potencial participación en este proceso, como elemento 
generado por el pre-condicionamiento con la endotoxina. Es decir, el pre-
tratamiento con LPS permitiría que IRAK-M se encontrase disponible, ante un 
segundo estímulo con la endotoxina, para ejercer su efecto bloqueante de la 
cascada de señalización.  Si bien, IRAK-M se ha postulado con una función 
desactivadora de la cascada de señalización, más que como un bloqueante de 
la señal (Su, et al, 2007). De momento, hasta poder demostrar el mecanismo 
por el cual actúa IRAK-M, el presente trabajo muestra una regulación 
específica de la expresión de la pseudoquinasa durante el proceso de “TE”. 
 
Cabe destacar que los comportamientos de IRAK-M observados, se 
dieron independientemente de la concentración de LPS utilizada, 10 o 100 
ng/ml, tanto a nivel transcripcional (Figuras R3 y R4) como a nivel traduccional  
(Figura R5). Este efecto indica que la estimulación con 10 ng/ml es ya 
suficiente para desencadenar la activación de IRAK-M y modular su 
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comportamiento, sugiriendo que el sistema no es capaz de responder a una 
concentración mayor de LPS, llegando a saturación. Las dos concentraciones 
de LPS utilizadas son menores que las empleadas comúnmente en estudios in 
vitro, en los que frecuentemente se realizan estímulos con 1 µg/ml de LPS 
(Visintin, et al, 2005; Aneja, et al, 2006; Hirasawa, et al, 2006), llegando en 
ocasiones a 10 µg/ml (Mordmüller, et al, 2003). Sin embargo, un trabajo 
realizado en pacientes a los que se les suministraba LPS in vivo, mostró que 
una concentración de la endotoxina superior a 1 ng/kg de peso corporal, era 
limitante como consecuencia de los efectos tóxicos que generaba (Engelhardt, 
et al, 1990). Este último dato da idea de lo elevado de las concentraciones de 
LPS utilizadas en los modelos in vitro, y avala a nuestro diseño experimental 
por su acercamiento a las condiciones fisiológicas. 
 
Con respecto a los mecanismos implicados en la activación de la 
expresión de IRAK-M, estudiamos dos potencialmente implicados. 
El primero de ellos fue la PI3K. Esta enzima se ha descrito como 
elemento represor de la respuesta inflamatoria (Fukao, et al, 2002), actuando 
en una fase temprana (Fukao, et al, 2003). Considerando que el bloqueo de 
dicha actividad con inhibidores específicos inhibe la inducción de tolerancia al 
LPS, (Peck, et al, 2006), decidimos testar su vinculación con la expresión de 
IRAK-M. El resultado fue que tras bloquear específicamente PI3K, la exposición 
de los M∅ al LPS indujo una expresión acelerada de IRAK-M, observándose 
una transcripción significativa de la pseudoquinasa, sólo una hora después de 
iniciarse el estímulo con la endotoxina (Figura R6).  
Este hecho podría explicarse, en principio, de dos maneras. Al dejar de 
actuar PI3K por efecto del inhibidor, se activa un mecanismo complementario 
que adelanta la expresión de IRAK-M, para paliar la ausencia de la actividad 
PI3K. Otra posible explicación, es que la PI3K como regulador temprano, 
modula la activación de IRAK-M, ya sea bloqueando la expresión temprana o 
activando la expresión tardía de la pseudoquinasa. 
El segundo mecanismo que estudiamos, potencialmente vinculado a la 
regulación de IRAK-M, fue la implicación de TNFα. Esta citoquina inflamatoria 
se expresa muy rápidamente cuando se estimula a los M∅ con LPS (Figura 
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R1). Cabe pensar, que dentro de los mecanismos proinflamatorios que activa el 
TNFα, también induzca elementos antiinflamatorios para compensar su efecto. 
De este modo, observamos que efectivamente, el TNFα induce la expresión de 
IRAK-M cuando los M∅ son estimulados con él (Figura R7). Este hecho 
describe un mecanismo de autorregulación de la respuesta generada por el 
TNFα. Atendiendo a cinéticas de expresión secuenciales y acopladas, tras el 
encuentro de los M∅ con el LPS, responden produciendo rápidamente TNFα 
que a su vez, induce la expresión de IRAK-M como elemento clave en la 
tolerancia. Esquemáticamente: LPS → TNFα → IRAK-M → tolerancia. 
A raíz de los datos mostrados en el presente trabajo, podemos indicar 
que el TNFα es suficiente para inducir a IRAK-M, ya que su sola presencia 
induce la expresión de la pseudoquinasa (Figura R7). Sin embargo, no 
podemos afirmar que la presencia de TNFα sea estrictamente necesaria para 
la inducción de IRAK-M, pudiendo existir otros factores implicados de forma 
directa en la inducción de la pseudoquinasa.  
La diferencia en el tiempo necesario para inducir la expresión de IRAK-M 
al estimular los M∅ con LPS (6 horas) o con TNFα (2 horas), es atribuible a 
que en el segundo caso, estamos poniendo en el medio de cultivo la citoquina 
ya sintetizada y funcional. Sin embargo, al exponer los M∅ a LPS, es necesario 
el reconocimiento de la endotoxina y la transducción de esa señal, que tiene 
como consecuencia la liberación de TNFα al medio, que entonces inicia el 
proceso de inducción de IRAK-M. 
Cabe destacar, que la rápida transcripción de IRAK-M observada 
después del segundo estímulo con LPS, no puede ser atribuida a la presencia 
de TNFα, ya que en ese momento, los M∅ se encuentran tolerantes y por ello, 
sin capacidad de producir la citoquina inflamatoria (Figura R1 y R2). Por tanto, 
el primer estímulo con LPS, además de inducir la expresión de TNFα e IRAK-
M, debe generar una maquinaria que permita la rápida transcripción de la 
pseudoquinasa, después de una segunda estimulación con la endotoxina. Un 
posible mecanismo implicado en esa maquinaria, será discutido más adelante. 
En el presente trabajo, decidimos estudiar la implicación de la actividad 
PI3K y del TNFα en la regulación de la expresión de IRAK-M por las razones ya 
mencionadas. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que puedan 
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existir otros elementos implicados en dicha regulación, como podría ser el 
interferón β producido en respuesta al LPS, y descrito como posible mediador 
en la inducción de “TE” (Biswas, et al, 2007). 
 
Si integramos los datos obtenidos en cuanto a la particular cinética de 
expresión de IRAK-M en el contexto de la “TE”, y los dos mecanismos 
subyacentes estudiados, podemos hipotetizar un esquema en lo que a la 
activación de IRAK-M se refiere (Figura D1).  
El LPS al ser reconocido por un complejo donde el TLR4 tiene un papel 
central (ver punto 1.1.c), inicia una cascada de señalización que conduce en 
primer término a la producción de TNFα, el cual es liberado al medio 
extracelular. Aquí es reconocido de forma auto/paracrina por su receptor, 
iniciándose una segunda cascada que concluye con la expresión de IRAK-M, la 
cual ya estaría disponible para llevar a cabo su función en el proceso de 
tolerancia. 
Por otra parte, el LPS también induce la activación de PI3K (David, et al, 
2005), la cual dentro de su efecto como regulador negativo, frena la producción 
de TNFα (Choi, et al, 2006). Partiendo de este hecho, una posible explicación 
al afecto observado por la inhibición de PI3K, sería que en esas condiciones se 
da una mayor producción de TNFα, lo cual permitiría una activación precoz de 
IRAK-M tal y como observamos en nuestros resultados (Figura R6). Sin 
embargo, esta hipótesis no es excluyente ni descarta la posibilidad de que PI3K 
de manera directa, tenga un efecto represor temprano o activador tardío sobre 
la expresión de IRAK-M. Tampoco a partir de nuestros datos se puede 
descartar que la primera cascada de señalización iniciada por el LPS, tenga un 
efecto directo sobre la activación de la pseudoquinasa. Partiendo de los datos 
mostrados en el presente trabajo, en lo que a la relación entre PI3K, IRAK-M y 
el proceso de “TE” se refiere, se hace necesario un estudio más profundo sobre 
la vinculación existente entre estos tres elementos. 
Cabe destacar, que además del teórico efecto represor ejercido por la 
IRAK-M, expresada como consecuencia del primer estímulo con LPS, debe 
generarse una maquinaria, cuyos elementos desconocemos, durante ese 
primer estímulo con la endotoxina, que precondicione a los M∅ para expresar 
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IRAK-M de manera muy rápida ante una segunda estimulación. Como se ha 
mencionado anteriormente, discutiremos un posible mecanismo implicado en 
este proceso. 
 
Figura D1. Esquema hipotético general de los mecanismos descritos implicados en la 
activación de IRAK-M en el proceso de tolerancia a endotoxina. 
El LPS es reconocido por el TLR4, lo que activa una cascada de señalización que conduce a la 
producción de TNFα. Esta citoquina inflamatoria se libera al medio extracelular, donde es 
reconocida por su receptor (TNFR), lo que genera una ruta de señalización que termina 
activando la expresión de IRAK-M. La IRAK-M sintetizada, está disponible para bloquear una 
nueva cascada de señalización iniciada por TLR4, contribuyendo al estado de tolerancia. El 
reconocimiento inicial de LPS por parte de TLR4, induce la actividad PI3K, la cual es capaz de 
frenar la producción inicial de TNFα. Además cabe la posibilidad de que ejerza un efecto 
directo, de tipo bloqueante temprano o activador tardío sobre la expresión de IRAK-M. 
 
Una vez estudiada la expresión de IRAK-M en el modelo in vitro de “TE”, 
buscamos ligar esos resultados a alguna patología, con el objetivo de validar in 
vivo nuestros datos. Para ello, realizamos el estudio de la expresión de IRAK-M 
en M∅ aislados de pacientes diagnosticados con sepsis, patología en la que 
está descrita la entrada en estados de tolerancia (West, et al, 2002; Broad, et 
al, 2006). Partiendo de muestras de nueve pacientes, expusimos M∅ de 
sangre periférica a LPS ex vivo durante una hora, evaluando inicialmente la 
expresión de TNFα. En cinco de estos nueve pacientes, los M∅ no expresaron 
la citoquina inflamatoria, indicando que se encontraban dentro del marco de la 


















cuatro pacientes restantes, mostrando un estado no tolerante. Seguidamente, 
testamos la expresión de IRAK-M en los M∅ de los cinco pacientes tolerantes, 
observando una clara inducción de la pseudoquinasa (Figura R8), dándose 
incluso en un paciente (P3), en el que los niveles basales de IRAK-M eran 
elevados. Ese comportamiento es similar al que muestran M∅ estimulados con 
LPS in vitro cuando han sido pre-tratados con la endotoxina, con una rápida 
inducción de IRAK-M sólo una hora después de iniciarse el segundo estímulo 
(Figura R4). Es decir, los datos obtenidos ex vivo en M∅ de pacientes, avalan 
los resultados del modelo in vitro. Además esta observación presenta un claro 
valor clínico, ya que otorga a IRAK-M un potencial papel como indicador de 
tolerancia dentro de la patofisiología  de la sepsis.  
Cabe destacar que ese patrón de expresión, no es atribuible a un posible 
efecto de la medicación suministrada a estos pacientes, ya que en cuatro de 
los seleccionados inicialmente, al exponer sus M∅ al LPS no observamos un 
comportamiento tolerante (se indujo TNFα), pero tampoco se expresó de 
manera significativa IRAK-M.  
Resumiendo, IRAK-M presenta una cinética de expresión particular en el 
modelo de “TE” (Figura R4), que concuerda con su rápida inducción en los M∅ 
procedentes de pacientes tolerantes (Figura R8). Es decir, ese particular patrón 
de expresión de IRAK-M se da en el marco de una patología que muestra un 
proceso de tolerancia, de modo que nuestros datos in vitro reflejan una 
situación real.  
 
Atendiendo a un principio de economía celular, agresiones muy 
diferentes contra el sistema inmune innato, conducen a la activación de las 
mismas cascadas de señalización (Akira, et al, 2006; Page, et al, 2006). 
Además, patógenos tan diferentes como virus (Bowie, 2007), bacterias (Fan, et 
al, 2004) y tumores (Mytar, et al, 2003) son capaces de inducir procesos de 
tolerancia fenotipicamente similares. Partiendo de estos hechos, cabe 
hipotetizar que los mecanismos que subyacen en el desarrollo de esos 
procesos tolerantes sean compartidos. Por ello, una vez observada la 
regulación en la expresión de IRAK-M en el contexto de la “TE”, nos 
planteamos estudiar a esta pseudoquinasa en un modelo de “TT”.  
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En este modelo, de manera similar a como ocurre en la “TE”, los M∅ 
generan una respuesta inflamatoria al co-cultivarse con células tumorales. Sin 
embargo, esa respuesta se atenúa si existe un encuentro anterior de los M∅ 
con el mismo tipo celular (Mytar, et al, 2003). Muestra de este efecto en 
nuestros resultados, es la menor producción de TNFα inducida por el primer 
co-cultivo de 6 líneas tumorales diferentes y M∅ (Figura R9). Además, ese 
resultado es específico del co-cultivo con células tumorales, ya que no se da 
con fibroblastos ni linfocitos primarios. 
Hay que considerar, que en el caso de la “TE”, se trata de un mecanismo 
fisiológico para frenar una respuesta inflamatoria exagerada. Si bien, el 
significado biológico de la “TT” puede ser doble. De un lado, se puede 
considerar como un mecanismo empleado por las células tumorales para 
evadir el ataque inmune. En este sentido, existen autores que postulan que las 
células tumorales, inducen cambios en el sistema inmune innato para contribuir 
a la progresión tumoral (Mantovani, et al, 2006; Sica, et al, 2006). Pero también 
a medida que se profundiza en la relación existente entre inflamación y cáncer 
(De marzo, et al, 2007; Okamoto, et al, 2007), la “TT” adquiere un significado 
fisiológico, con el objetivo de reducir los procesos inflamatorios generados por 
los fenómenos tumorales, análogamente a como ocurre en el contexto de la 
“TE”. 
Debemos mencionar, que en los resultados de expresión a nivel 
transcripcional mostrados a partir de la figura R10, utilizamos para normalizar el 
ARN ribosómico 18S, mientras que hasta ese punto, se había utilizado el ARN 
correspondiente a la β-actina. Este cambio vino motivado por el modelo 
experimental de la “TT”. En cada punto de este modelo, debíamos realizar dos 
aislamientos magnéticos de células CD14+, según lo indicado en el punto 
2.2.c. En estos procesos existía una pérdida de material biológico que tenía 
como consecuencia, disponer de una cantidad limitada de ARN para realizar 
las cuantificaciones oportunas por PCR cuantitativa. Empleando para 
normalizar la cuantificación del ARN correspondiente a la β-actina, los valores 
obtenidos quedaban en la franja inferior de la curva estándar para dicho gen, 
corriendo el riesgo de perder fiabilidad en la cuantificación. Por ello, buscamos 
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para normalizar un ARN cuya expresión fuese mayor, como era el caso del 
ARN ribosómico 18S. 
Una vez establecido el modelo de “TT”, procedimos a estudiar la 
expresión de IRAK-M en el mismo. El co-cultivo de M∅ con las diferentes 
líneas tumorales indujo la expresión de la pseudoquinasa, observándose un 
máximo a las 6 horas de iniciarse el estímulo (Figura R10). Sin embargo, M∅ 
pre-tratados con el mismo tipo de células tumorales, mostraron un adelanto en 
la inducción de IRAK-M, detectándose un máximo de expresión sólo dos horas 
después de iniciarse el segundo co-cultivo (Figura R11). Este hecho sugiere 
que la primera exposición de los M∅ a las células tumorales, no solo genera 
una respuesta inflamatoria temprana (Figura R12) y activa la expresión de 
IRAK-M, sino que también genera un mecanismo que precondiciona a esos 
M∅, de modo que en un segundo co-cultivo, se acelera la expresión de IRAK-
M. 
Este efecto es muy específico del co-cultivo con células tumorales, ya 
que fibroblastos y linfocitos primarios no inducen la expresión de la 
pseudoquinasa (Figura R10), ni precondicionan a los M∅ para que se dé el 
adelanto de la expresión de IRAK-M, ante un segundo co-cultivo con células 
tumorales (Figura R11). 
La cinética de expresión acelerada de IRAK-M en M∅ pre-
condicionados, es muy similar a la observada en el modelo de “TE” (Figura R4), 
sugiriendo que se trata de un mecanismo universal en el desarrollo de 
procesos tolerantes. Estos resultados, unidos a los publicados en otros trabajos 
(Kobayashi, et al, 2002; Nakayama, et al, 2004; Deng, et al, 2006), señalan a 
IRAK-M como un elemento central implicado en la desactivación de la 
respuesta inflamatoria. 
Como se ha indicado, tanto en el modelo de “TE” como en el de “TT”, el 
primer estímulo proinflamatorio, debe generar una maquinaria que permita la 
rápida transcripción de IRAK-M tras el segundo estímulo. Un mecanismo que 
podría explicar esa rápida transcripción, es que la primera estimulación genere 
cambios epigenéticos a nivel de cromatina. Estas modificaciones, pueden 
precondicionar a determinados genes para ser rápidamente transcritos tras un 
segundo estímulo, mientras que también pueden ser responsables del 
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silenciamiento de otros genes, entre ellos genes pro-inflamatorios durante el  
desarrollo de “TE” (Foster, et al, 2007). Este mecanismo se ha asociado en 
concreto al silenciamiento del TNFα durante este proceso (El Gazzar, et al, 
2007). Estos mecanismos constituyen una de las líneas de continuación de 
nuestro trabajo. 
Con el objetivo de comprobar el potencial efecto de IRAK-M en el 
modelo de “TT”, realizamos experimentos de silenciamiento génico de la 
pseudoquinasa, en M∅ a los que impusimos el modelo de “TT”. Los resultados 
obtenidos indican que al reducir la expresión de IRAK-M, se revierte el fenotipo 
tolerante. Esto es,  un primer co-cultivo de células tumorales y M∅, no logra 
reducir la respuesta inflamatoria inducida por un segundo estímulo de idénticas 
características (Figura R14). Es decir, al reducir la expresión de IRAK-M no se 
da el fenómeno de “TT”, confirmando el papel central de la pseudoquinasa en 
el proceso tolerante. Nuestros datos vienen a confirmar en humanos, la 
importancia de IRAK-M en los procesos de tolerancia, ya indicada en la 
descripción del ratón knock-out para la pseudoquinasa (Kobayashi, et al, 2002) 
y por diversos modelos de “TE” in vitro en roedores (Nakayama, et al, 2004; 
Pathak, et al, 2005) 
En este punto, decidimos profundizar en el mecanismo por el cual las 
células tumorales inducen la expresión de IRAK-M. En base a experimentos en 
los que co-cultivamos los M∅ con células tumorales fijadas, llegamos a la 
conclusión de que existen elementos unidos a las membranas de estas células, 
que inducen la expresión de la pseudoquinasa (Figura R15.A). También 
expusimos los M∅ a medio suplementado con sobrenadante de cultivos 
tumorales, observando que existen factores solubles producidos por dichas 
células, implicados en la inducción de IRAK-M (Figura R15.B). Cabe destacar 
que en estos dos experimentos, el máximo de expresión de IRAK-M se alcanzó 
a las 3 horas de estímulo, mientras en el caso de los co-cultivos, ese máximo 
se daba a las 6 horas (Figura R10). Esta discordancia podría explicarse por la 
existencia en los co-cultivos de algún factor que retrase la cascada se 
señalización, de modo que en el caso de los experimentos con células fijadas, 
no se da y por ello el adelanto en la expresión de IRAK-M. Otro factor a tener 
en cuenta en los experimentos con medio suplementado tumoral, es que en 
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ese medio ya se encuentran los factores solubles inductores de IRAK-M, 
mientras que en los co-cultivos, estos elementos deben generarse, lo que 
retardaría el efecto.  
En los experimentos con medio suplementado tumoral, el grado de 
inducción de IRAK-M fue un tercio menor que el alcanzado por los co-cultivos 
(comparar Figuras R10 y R15.B). Este hecho puede explicarse porque el medio 
suplementado está condicionado con solo un 20 % de sobrenadante tumoral, 
con lo que la concentración del factor o factores solubles implicados en la 
inducción de IRAK-M, estará notoriamente disminuida, reduciéndose su efecto. 
 
Considerando los parámetros que hasta este punto conocíamos del 
factor o factores inductor/es de IRAK-M en los co-cultivos, el AH se mostraba 
como un firme candidato debido a las siguientes características: 
- Es producido por células tumorales (Kim, et al, 2004). 
- Está presente en la membrana de dichas células y también es 
liberado al medio (Toole, 2004). 
- Interacciona y es reconocido por receptores de membrana 
específicos presentes en la superficie de M∅, como son el CD44 
(Ahrens, et al, 2001; Martin, et al, 2003) y el TLR4 (Akira, et al, 2004). 
De esta forma, testamos el efecto del AH sobre M∅, observando que 
efectivamente, induce la expresión de IRAK-M a partir de las primeras 3 horas 
de estímulo (Figura R16.A). Ese tiempo necesario de estimulación, concuerda 
con el observado en los experimentos realizados con medio suplementado 
tumoral y células tumorales fijadas (Figura R15). A estos resultados hay que 
unir que el AH induce la expresión de TNFα en M∅, de un modo muy similar a 
como lo hace un co-cultivo con células tumorales (Figura R16.B) y que la 
inducción de IRAK-M a nivel proteico por el glucosaminglucano, es muy 
parecida a todas las condiciones testadas anteriormente (Figura R17). Todo 
ello sugiere que efectivamente, el AH puede ser el responsable de la inducción 
de IRAK-M en los co-cultivos de células tumorales y M∅. 
Mencionar que las dos concentraciones de AH testadas, 100 y 200 
µg/ml, indujeron la expresión de IRAK-M de un modo similar (Figura R16.A). 
Este hecho sugiere, análogamente a como ocurría en el caso de la “TE” con el 
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LPS, que el sistema está saturado con la menor concentración de AH, la cual 
es suficiente para inducir su efecto específico. Por ello en los restantes 
experimentos, utilizamos la concentración menor para testar las consecuencias 
de la exposición de M∅ a AH. 
Indicar también que el grado de inducción de IRAK-M logrado por la 
exposición de M∅ a AH, es similar al alcanzado en co-cultivos con las células 
tumorales A431 (comparar Figuras R10 y R16.A). Este dato refuerza el uso de 
este tipo celular en nuestro modelo. Sin embargo, los co-cultivos con otras 
líneas tumorales como MCF7 o HL60, indujeron en mayor grado la expresión 
de IRAK-M (Figura R10). Este hecho podría ser atribuido a una diferente 
producción de AH, tanto a nivel de cantidad como de la longitud de los 
fragmentos generados. Como se ha comentado previamente (ver punto 1.1.d), 
moléculas de diferente tamaño del glucosaminglucano, pueden mostrar efectos 
distintos (Stern, et al, 2006). En cualquier caso, el efecto global del AH sobre 
M∅ humanos en nuestro estudio, es muy similar al inducido por los co-cultivos 
con células tumorales (comparar R16 con R10 y R12). 
Con el objetivo de comprobar la implicación del AH en la inducción de la 
“TT”, impusimos a M∅ las condiciones del modelo de tolerancia, utilizando 
como estímulo la incubación de los mismos con AH. El resultado indicó que un 
pre-tratamiento de los M∅ con AH, reducía la expresión de TNFα inducida por 
un único estímulo con el glucosaminglucano (Figura R18). Es decir, el AH 
presenta la capacidad de inducir un estado tolerante. Este fenómeno adquiere 
gran relevancia, si consideramos que la detección de AH en pacientes con 
determinados tipos tumorales, es considerado un factor de pronóstico 
desfavorable (Franzmann, et al, 2003; Bertrand, et al, 2005). Estos datos 
permiten hipotetizar que la inducción por parte del AH tumoral de estados de 
tolerancia, podría ser un mecanismo crítico en la evasión de la respuesta 
inmune que se da en estas patologías. 
Para comprobar que la inducción de “TT” por el AH está mediada por la 
activación de IRAK-M, realizamos experimentos de silenciamiento génico de la 
pseudoquinasa. Los resultados indicaron que la reducción de la expresión de 
IRAK-M, revierte el fenotipo tolerante inducido por el AH (Figura R18). Este 
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dato sitúa a IRAK-M, como mediador central del proceso tolerante inducido por 
el AH, en el modelo de “TT”. 
Mencionar en este punto, que los efectos inducidos por el AH descritos 
hasta ahora, no pueden ser atribuídos a posibles contaminaciones con LPS de 
las soluciones de AH, ya que todas ellas están testadas en cuanto a estar libres 
de endotoxina (ver Materiales y métodos). 
Como hemos mencionado anteriormente, existen al menos dos 
receptores descritos capaces de reconocer de manera específica al AH, el 
CD44 (Martin, et al, 2003) y el TLR4 (Akira, et al, 2004). Por ello quisimos 
saber si estos dos receptores, están implicados en la inducción de IRAK-M por 
el AH. Con este objetivo, pre-tratamos a M∅ con diferentes dosis de 
anticuerpos bloqueantes contra sendos receptores, y posteriormente los 
estimulamos con AH, cuantificando después la expresión de IRAK-M. Los 
resultados muestran una inhibición dosis-dependiente de la inducción de la 
pseudoquinasa, con el pre-tratamiento con ambos anticuerpos (Figura R19). 
Este efecto es específico, ya que no se observó cuando el pre-tratamiento se 
realizó con un anticuerpo bloqueante contra TLR2. Estos datos indican que la 
inducción de IRAK-M por AH, se realiza a través tanto de CD44 como de TLR4. 
Profundizando aún más en la implicación de los dos receptores en la 
inducción de IRAK-M, evaluamos el efecto del bloqueo de ambos, en la 
inducción de la pseudoquinasa por un co-cultivo de M∅ y células tumorales. De 
nuevo realizamos un pre-tratamiento de los M∅, en este caso con las menores 
concentraciones de anticuerpos bloqueantes utilizadas, introduciendo un nuevo 
punto experimental donde el pre-tratamiento se realizó con los dos anticuerpos 
a la vez. El resultado fue similar al anterior, con una clara reducción en la 
expresión de IRAK-M al bloquear cada uno de los dos receptores (Figura R20). 
Además, en el caso del bloqueo conjunto de ambos, observamos un efecto 
aditivo en ese efecto. Estos datos indican que la inducción de IRAK-M lograda 
por un co-cultivo de células tumorales y M∅, está mediada por CD44 y TLR4, 
muy probablemente a través del AH generado por las células tumorales. 
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Englobando todos los datos obtenidos en el contexto de la “TT”, 
podríamos ilustrar un esquema general de los mecanismos implicados en este 
proceso (Figura D2). 
Las células tumorales producen AH que, ya sea anclado a sus 
membranas o liberado al medio como factor soluble, es reconocido por los M∅  
a través de los receptores CD44 y TLR4. Esos receptores inician una cascada 
de señalización que conduce en último término a la expresión de IRAK-M. 
También ha de generar un mecanismo que precondicione a los M∅, 
permitiendo una rápida inducción de la pseudoquinasa ante un segundo 
estímulo con AH. La producción de IRAK-M y su efecto, media en la caída en 
un estado de tolerancia ante esa segunda estimulación. 
 
Figura D2. Esquema hipotético general de los posibles mecanismos implicados en la 
activación de IRAK-M en el proceso de tolerancia a tumores. 
El AH unido a las membranas de las células tumorales o liberado al medio por ellas, es 
reconocido por los receptores CD44 y TLR4 en la superficie de los M∅. Esto activa una 
cascada de transducción de señal, que conduce a la producción inicial de TNFα, y a la 
inducción en segundo término de IRAK-M. Esta IRAK-M estará entonces disponible para 
bloquear una nueva cascada de señalización iniciada por CD44 y TLR4, induciendo el estado 
de tolerancia. El TNFα producido inicialmente, podría estar implicado en la inducción de IRAK-
M y también la actividad PI3K, ya que el reconocimiento de AH por CD44, activa a esta enzima. 
Estos dos últimos datos, están indicados con líneas discontinuas de colores naranja y azul, ya 
que indican vías de señalización implicadas en la activación de IRAK-M, descritas en el 
presente trabajo en el contexto de la “TE”. Se extrapolan a este esquema para explicar un 














Las cascadas de señalización iniciadas por TLR4 y CD44 pueden ser 
individuales, teniendo un efecto propio sobre la expresión de IRAK-M, o bien 
pueden confluir en algún elemento, ejerciendo un efecto conjunto. Una posible 
vía de confluencia entre ambas rutas de señalización, es la activación de PI3K. 
El reconocimiento por parte de CD44 de su ligando específico, conduce a la 
activación de esta enzima (Ponta, et al, 2003) y en el presente trabajo hemos 
descrito que PI3K está implicada en el control de la expresión de IRAK-M (ver 
punto 3.2.c.i). También merece consideración el hecho de que AH, induce la 
producción de TNFα y que nuestros datos indican que esta citoquina 
inflamatoria es capaz de inducir la expresión de IRAK-M (Figura R7). Esta ruta 
también podría estar implicada en el proceso de inducción de la pseudoquinasa 
en el modelo de “TT”. 
De manera análoga a como ocurría en el modelo de “TE” con M∅ 
aislados de pacientes sépticos, los datos obtenidos de células CD14+ en 
pacientes con diversos procesos tumorales, avalan nuestros datos in vitro del 
modelo de “TT”. Partiendo de esas células aisladas desde sangre periférica, 
observamos que en pacientes con un tumor localizado, donde el contacto entre 
los M∅ circulantes y las células tumorales es limitado, no se expresa IRAK-M y 
sí, de manera muy ligera TNFα. Similar es el comportamiento de M∅ 
procedentes de donantes sanos, donde no se expresan ni IRAK-M ni TNFα. Sin 
embargo, en los casos de procesos cancerosos con células tumorales 
circulantes, como la leucemia y cáncer de colon metastásico, los M∅  expresan 
IRAK-M pero no TNFα. Es decir, el contacto continuo o al menos frecuente de 
células tumorales con M∅ in vivo, induce en éstos la expresión de IRAK-M, tal 
y como observamos en el modelo in vitro. Estos datos obtenidos in vivo, 
refuerzan la validez de todos aquellos obtenidos por nuestro modelo de “TT”, 
otorgándoles además in importante valor clínico como potencial marcador de 
tolerancia, dentro de la patofisiología de determinados tipos de cáncer.  
Existe un creciente interés sobre IRAK-M, como elemento regulador de 
la respuesta inmune en el contexto de patologías tumorales. Este hecho es 
patente por los resultados mostrados en el presente trabajo, tanto en un 
modelo de “TT” in vitro, como en muestras tomadas de pacientes con procesos 
cancerosos. Además, se ha visto que ratones knock-out para IRAK-M, son 
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resistentes al crecimiento de tumores, mostrando sus células inmunes un 
efecto antitumoral, implicando a la pseudoquinasa no sólo en la regulación del 
sistema inmune innato, sino también ejerciendo un papel en el desarrollo del 
sistema inmune adaptativo (Xie, et al, 2007).  
 
A modo de resumen, en un contexto tumoral las células cancerosas 
producen AH, que es reconocido en la superficie de los M∅ a través de los 
receptores CD44 y TLR4. Ese reconocimiento específico genera una respuesta 
inflamatoria inicial, y la expresión de IRAK-M en segundo término.  
La pseudoquinasa en este modelo de “TT”, presenta una cinética de 
expresión particular, muy similar a la mostrada en el modelo de “TE”. Este 
hecho sugiere que ese patrón de inducción de IRAK-M, juega un papel clave en 
el desarrollo de procesos tolerantes.  
 
La implicación de IRAK-M en dos fenómenos análogos de tolerancia, 
con un claro reflejo fisiopatológico en patologías como la sepsis y el cáncer, 
otorgan a esta pseudoquinasa una gran relevancia clínica. La vinculación de 
IRAK-M en base a análisis de ligamiento, con una patología caracterizada por 
una inflamación crónica, como es el asma (Balaci, et al, 2007), redunda en la 
importancia de esta molécula desde un punto de vista clínico. El conocimiento 
profundo de los mecanismos implicados en su inducción y de la forma precisa 
en que actúa reduciendo la respuesta inflamatoria, permitirán definitivamente 























Primera: El LPS induce la expresión de IRAK-M en M∅ humanos. Dos 
elementos implicados en dicha inducción, al menos a nivel transcripcional, son 
la actividad PI3K y la citoquina inflamatoria TNFα. 
 
Segunda: Diferentes células tumorales inducen la expresión de IRAK-M 
en M∅ humanos. Esa inducción está mediada por AH liberado al medio 
extracelular y anclado a las membranas de las células tumorales. En el 
reconocimiento del AH por parte de los M∅ humanos, intervienen de manera 
específica los receptores CD44 y TLR4. 
 
Tercera: IRAK-M es crítica en el desarrollo de la “TT” inducida tanto por 
células tumorales como por AH, ya que su silenciamiento génico inhibe el 
desarrollo del proceso tolerante.  
 
Cuarta: Tanto en el modelo de “TE” como en el de “TT”, IRAK-M 
presenta un patrón de expresión común, existiendo una inducción acelerada de 
la pseudoquinasa en el marco de ambos procesos tolerantes. 
 
Quinta: Destacando la relevancia clínica de los datos obtenidos, el 
comportamiento observado de IRAK-M en modelos in vitro de “TE” y “TT”, 
concuerda con el que se da, respectivamente, en pacientes con sepsis y en 
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